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RÉSUMÉ
$taphyÏococcus aureus est une bactérie qui fait partie des principaux agents
infectieux responsables des cas de mammite bovine. Plusieurs facteurs de virulence ayant
un rôle à jouer lors de l’infection ont été mis en évidence. Chez l’hôte, le fer se retrouve
rarement à l’état libre et sa disponibilité est d’une importance majeure pour la croissance de
pratiquement tous les microorganismes. Il est donc probable que £ aureus ait développé
plusieurs mécanismes spécifiques à l’obtention de cet élément nutritif essentiel. L’objectif
de cette étude est donc de créer des souches de £ aureus déficientes au niveau de
l’acquisition du fer dans le but d’identifier de nouveaux gènes responsables du phénotype
observé. Une technique de mutagenèse par transposon a d’abord été utilisée pour générer
une banque de mutants de la souche S. aureus RN6390 avec le Tn916. Quatre mutants ont
ensuite été isolés suite à une sélection sur un milieu contenant de la streptonigrine. Cet
antibiotique, qui nécessite la présence de fer pour son activité inhibitrice, a permis d’isoler
des mutants déficients au niveau de l’acquisition du fer. Le gène muté fut ensuite identifié
par séquençage, pour trois de ces mutants. Les résultats ont démontrés que le Tn916 s’est
inséré dans le gênefip (1 497 pb) qui code pour la protéine fLP (fmtA-like protein) chez le
mutant LS21; entre les gènes SA V1476 (175 pb) et SA V1477 (77 pb), chez le mutant LS22,
qui codent respectivement pour une protéine ribosomale 30S et pour une protéine
hypothétique; et dans la région promotrice du gène dapE (1224 pb) qui code pour la
désuccinylase de l’acide N-succinyl-L-L-diaminopimélique (SDAP-déacylase) chez le
mutant LS23. La présence d’une boîte fur a été identifiée en aval du gène SA V]476 chez le
mutant LS22. Par contre, il n’a pas été possible de démontrer, par RT-PCR, une régulation
par le fer pour ces gènes. Un modèle de mammite chez la souris a aussi été mis au point et
ces trois mutants furent testés avec la souche mère RN6390 Sm’. Les résultats montrent
que la croissance des mutants est légèrement atténuée par rapport à la souche mère, autant
en condition in vivo qu’in vitro. Une hybridation sur des puces à ADN a démontré un profil
semblable pour les 4 mutants et révèle que ceux-ci ont des systèmes de transport du fer
généralement moins induits que ceux retrouvés chez la souche mère RN6390 SmR, dont le
système isd, impliqué dans le transport de l’hème.
MOTS CLÉS mammite bovine, Staphylococcus aureus, mutagenèse, fer, récepteur,
streptonigrine.
SUMMARY
Staphytococcus aureus is one of the most common causes of contagious bovine
mastitis. Several virulence factors, which act during infection, have been identified. Within
the host, iron is rarely free and its availability is of major importance in bacterial
pathogenesis as almost ail bacteria require this essential nutrient. However, S aureus is
able to survive and grow in an iron-poor environment. It is therefore possible that this
microorganism has evolved with different and specific mechanisms to overcome iron
restriction permirting the acquisition of the metal from the host environment. The purpose
of this study is to create S. aureus mutant strains defective in the ability to transport iron
and to identify the genes responsible for this phenotype. first, a Tn9]6 insertion library was
created in S. aureus RN6390 and four mutants were isolated on a selective media
containing streptonigrin, an antibiotic that requires iron for killing ceils. The disrupted
genes have been identified by sequencing. The resuits show that, for mutant LS2 1, the
Tn916 insertion occurred in the ftp gene (1497 bp) which encodes the fLP protein (fmtA
like protein); between the genes SAV]476 (175 bp) and SAV]477 (77 bp), for the mutant
LS22, which encode respectively for a 30S ribosomal protein $1 and for an hypothetical
protein; and in the promoter region of the dapE gene (1224 bp), for mutant LS23, which
encodes the N.-succinyl-L-L-diaminopimelic acid desuccinylase (SDAP-deacylase). A Fur
box has been identified downstream to the SA V]476 gene in mutant LS22. The results of
the RT-PCR did flot demonstrate the iron regulation for these genes. An intramammary
mouse model of infection has been described and these three mutants were tested with the
wild type S. aureus RN6390 Sm’. Data shows that the growth rate seems lower for the
mutants than for the wild type in vivo as well as in vitro. DNA chips hybridization
experiments have shown the same profile for the four mutants and demonstrated that they
ail have less inductive iron acquisition systems compared to the wild type RN6390
5R,
like for the isd system, which is implicated in heme uptake.
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I. INTRODUCTION
La bactérie Staphylococcus aureus est un des principaux agents infectieux
responsables de la mammite bovine. En Ontario, au Canada, environ une vache laitière sur
12 est infectée par S. aureus (Rodenburg, 2004). Le fer (fe2 et Fe3) est un élément
essentiel à la croissance de pratiquement tous les organismes. Toutefois, dans les tissus
vivants, le fer n’est presque jamais à l’état libre. Les bactéries pathogènes, comme S.
aureus, ont donc dû développer une réponse leur permettant de récupérer les molécules de
fer (Litwin and Calderwood, 1993). La procédure d’incorporation du fer dans la cellule
bactérienne nécessite la présence de protéines réceptrices, à la surface de la bactérie, qui
sont spécifiques aux différentes sources de fer (Crosa, 1989; Ratledge and Dover, 2000).
Cette étude portera sur l’identification de nouvelles protéines réceptrices de fer. Le
premier objectif sera donc de générer une banque de mutants de la souche S. aureus
RN6390 à l’aide du transposon Tn9]6 et ensuite de cribler cette banque, afin d’isoler des
mutants déficients au niveau de l’acquisition du fer.
Le Tn9]6 sera utilisé pour la mutagenèse. Il s’agit d’un transposon conjugatif
retrouvé chez la souche Enterococcusfaecatis CG1 10 qui porte un gène de résistance à la
tétracycline, tetli. Par la suite, la procédure d’isolement des mutants déficients au niveau
de l’acquisition du fer nécessitera l’utilisation de streptonigrine. Cet antibiotique de type
quinone interagit avec le fer intracellulaire pour former des radicaux hydroxyls qui
endommagent l’ADN et causent ainsi la mort des cellules. Les mutants de L aureus qui
sont incapables de récupérer efficacement le fer présent dans le milieu de culture seront
donc résistants à l’antibiotique. La dernière étape du projet consistera à identifier le gène
muté.
IL RECENSION DE LA LITTÉRATURE
1. Généra]ités
1.1 famille
La bactérie Staphylococcus aureus est un des principaux agents infectieux
responsables de la mammite bovine. Elle fait partie de la famille des Micrococcaceae.
1.2 Caractéristiques phénotypiques
S. aureus est une bactérie à Gram positif qui ne produit pas de spore. Les cellules
sont de forme sphérique, mesurent de 0,5 à 1,5 .im de diamètre et se retrouvent seules, en
paire, en tétrade, en grappe de raisins ou en amas. Sa température optimale de croissance
se situe autour de 30 à 3 7°C, ce qui en fait un microorganisme mésophile.
Il s’agit d’une bactérie non motile, anaérobie facultative et chimioorganotrophe,
c’est-à-dire qui utilise des produits organiques comme source de carbone, d’électrons et
d’énergie métabolique. Elle possède un métabolisme à la fois respiratoire et fermentaire et
peut réduire les nitrates en nitrites grâce à la nitrate réductase.
S. aureus est généralement catalase et coagulase positives et même si le cytochrome
est présent, le résultat obtenu au test de l’oxydase est souvent négatif. Une autre
caractéristique importante de cette bactérie est sa susceptibilité à la lyse par la lysostaphine
et non par le lysozyme (Bergey and HoIt, 1994).
1.3 Résistance aux antibiotiques
Pendant plusieurs années, la méthicilline, un antibiotique de type -lactamine, était
efficace pour traiter les infections à L aureus. Cependant, le pourcentage de S. aureus
résistantes à la méthicilline (SARM), aux États-Unis, a augmenté de 2.4% en 1975 à 29%
en 1991 (Archer, 199$). L’émergence de souche SARM a rendu ce traitement inefficace.
Donc, pour traiter les infections à SARM, la vancomycine, un glycopeptide, représente
souvent le seul traitement possible (Archer, 199$; Skaar and Schneewind, 2004).
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Toutefois, aux État-Unis, des souches de SARM résistantes à la vancomycine, qui constitue
en fait un antibiotique de dernière ligne, ont déjà été isolées en médecine humaine
(Ginzburg et al., 2000; McDonald and Hageman, 2004). Cependant, en médecine
vétérinaire, pratiquement toutes les souches isolées, jusqu’à maintenant, des cas de
mammite chez les bovins sont sensibles à la méthicilline (Barton et al., 2003; Hensen and
Rijksuniversiteit te Utrecht, 2000; Yoshimura et al., 2002).
L’acronyme SARM peut également être utilisé pour des résistances multiples
puisque ces souches sont résistantes non seulement à la méthicilline et à plusieurs autres 3-
lactamines, mais aussi aux macrolides (érythromycine), aux aminoglycosides
(streptomycine, gentamycine), à la tétracycline, au triméthoprime, aux sulfamides, au
chloramphénicol (Salyers and Whitt, 1994) ainsi qu’aux lincosamides et aux
fluoroquinolones (Archer, 1998). Ces résistances sont souvent portées par des plasmides
(Brock and Madigan, 1991).
1.4 Habitat et pouvoir pathogène
S. aureus est reconnu pour faire partie intégrante de la flore normale de l’homme au
niveau des voies respiratoires supérieures. En effet, elle est souvent isolée des muqueuses
du nez, de la gorge et du nasopharynx, ainsi que de la surface de la peau (Brock and
Madigan, 1991) et 30% des individus en santé sont porteurs asymptomatiques de S. aureus
(Archer, 1998).
S. aureus peut tout de même causer une large variété d’infections chez l’humain.
En effet, cette bactérie peut être responsable d’infections mineures de la peau, comme des
boutons et des furoncles, mais aussi d’infections plus sérieuses et invasives comme le
syndrome du choc toxique, des pneumonies, des méningites, de l’arthrite, des septicémies,
des endocardites et de l’ostéomyélite (Salyers and Whitt, 1994; Skaar and Schneewind,
2004).
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Ce microorganisme est aussi considéré comme étant le microorganisme pathogène
le plus important et le plus répandu dans le milieu hospitalier avec la bactérie Escherichia
cou, ce qui, par conséquent, le rend responsable de plusieurs infections nosocomiales. S.
aureus peut faire partie de la flore normale du personnel de l’hôpital et ainsi être transmis à
des patients plus susceptibles aux infections. Comme la bactérie est résistante à un
environnement sec, elle peut survivre pendant de longues périodes sur des particules de
poussière ou encore sur des objets inanimés et infecter d’autres patients. Étant donné la
gravité potentielle de l’infection, l’application rigoureuse des mesures sanitaires est
primordiale (Brock and Madigan, 1991).
Le microorganisme peut aussi être isolé de la nourriture, de la poussière et de l’eau
(Bergey and Holt, 1994). Dans le cas de nourriture contaminée, la bactérie produit des
entérotoxines qui, une fois ingérées, causent des nausées, des vomissements et de la
diarrhée (Salyers and Whitt, 1994).
De plus, S. aïtreus est un agent étiologique de la mammite bovine et sa prévalence,
chez les infections intramammaires, excède 25% aux États-Unis (National Mastitis
Council., 2002). En Ontario, au Canada, environ une vache laitière sur 12 est infectée parS.
aureus et la prévalence, dans les troupeaux, va de O à 50% (Rodenburg, 2004).
2. La mammite bovine
Il existe deux types de mammites. Les mammites contagieuses, causées par S.
aureus, Streptococcus agaÏactiae ou par Mycoptasma bovis; et les mammites
environnementales, causées par des agents environnementaux, dont les entérobactéries et
les coliformes, comme la bactérie Escherichia cou.
Selon la sévérité de l’infection, la mammite à S. aureus peut prendre plusieurs
formes : mammite sub-clinique, clinique et chronique. La mammite sub-clinique ne peut
être détectée visuellement. Elle perturbe la production laitière et est responsable de pertes
économiques considérables. La forme clinique est plus sévère. Elle cause une diminution
de la production laitière et des symptômes cliniques perceptibles. finalement, la mammite
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chronique est constituée d’infections répétées, mais de faible intensité et sans thérapie
efficace.
2.1 Habitat et dissémination
Les principaux réservoirs de S. aureus chez la vache sont la peau des glandes
mammaires et le lait, lorsqu’elles sont infectées. En ce sens, plusieurs facteurs jouent un
rôle important dans la transmission de la bactérie. En effet, les appareils utilisés pour la
traite, les mains de celui qui manipule les trayons ainsi que le contenant dans lequel le lait
est recueilli constituent tous des moyens de propager le microorganisme entre les bovins
(National Mastitis Council., 1999). Il a aussi été suggéré que le contrôle des insectes
pourrait aider à prévenir la dissémination de S. aureus (National Mastitis Council., 1999).
2.2 Épidémiologie
L’épidémiologie de la mammite bovine causée par S. aureus est caractérisée par une
augmentation importante dans plusieurs pays depuis quelques années. Cet accroissement
pourrait être le résultat de différents facteurs dont l’augmentation du nombre d’animaux
dans un troupeau suite à l’introduction de génisses provenant d’autres élevages; la pression
de sélection due à l’utilisation d’antibiotiques; et la hausse du rendement, sans qu’il y ait
pour autant amélioration des soins (National Mastitis Council., 1999). Les mesures
d’hygiène peuvent prévenir l’infection d’une vache à une autre et jouent ainsi un rôle au
niveau de l’épidémiologie (Lipman, 1995).
Le polymorphisme de S. aureus explique le fait que certaines souches prévalent à
certains endroits alors qu’elles sont absentes ailleurs. Les souches ne diffèrent pas
seulement qu’au point de vue de leurs caractéristiques bactériologiques, mais possèdent
aussi différents modèles épidémiologiques et différentes caractéristiques de pathogenèse
(National Mastitis Council., 1999).
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2.3 Pathogenèse
Une souche de staphylocoque introduite dans un troupeau peut se multiplier sur la
peau et sur les glandes mammaires de l’hôte pendant des semaines ou des mois avant que la
maladie se déclare. Le microorganisme doit d’abord remonter le canal galactophore du
trayon pour atteindre l’intérieur de la glande où il cause l’infection. Toutefois, S. aureus
étant non mobile, l’intervention d’une force physique, telle que la pression exercée par
l’appareil pendant la traite, est nécessaire (Schalm et al., 1971; West Agro Inc., 1988). Des
études antérieures ont démontré que l’introduction artificielle du microorganisme à
l’intérieur de ce canal ne cause pas nécessairement l’infection. Certains facteurs
influencent ce phénomène dont le nombre de bactéries introduites, la distance à laquelle
elles sont déposées à l’intérieur du canal, le laps de temps entre l’inoculation et la première
traite, et finalement, l’âge et les caractéristiques génétiques de la vache (Lipman, 1995).
Une fois que la bactérie se retrouve à l’intérieur de la glande manmiaire, elle doit
adhérer aux cellules épithéliales et coloniser ta surface de la muqueuse. Lorsque la peau ou
la muqueuse membranaire sont endommagées, la matrice extracellulaire est exposée,
favorisant ainsi le risque d’infection. La première étape de l’infection à S. aureus est donc
l’adhérence à la matrice extracellulaire par des adhésines à la surface de la bactérie pour
permettre la colonisation (Brouillette et al., 2002). Par la suite, la présence de la bactérie
dans la glande mammaire provoquera une réponse inflammatoire de la part de l’hôte
infecté, endommageant ainsi les cellules épithéliales. Ceci aura comme effet de réduire
considérablement la production de lait (Hensen and Rijksuniversiteit te Utrecht, 2000).
D’autre part, cette inflammation provoquera la libération de facteurs pyrogènes qui se
traduira par de la fièvre. Ce niveau d’inflammation dépendra de l’efficacité des
mécanismes de défense de la vache, du taux de multiplication du microorganisme et
finalement du type et de la concentration des toxines produites (Lipman, 1995).
Lors de la réponse inflammatoire, les leucocytes seront davantage attirés par des
molécules chémotactiques dans le but d’éliminer le microorganisme. Cependant, comme
nous le verrons dans la section des facteurs de virulence, L aureus produit une toxine
appelée leucocidine qui détruit les globules blancs provoquant la formation de pus dans la
glande mammaire.
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Il a été observé qu’au fur et à mesure que l’âge de lactation augmente, l’animal
devient de plus en plus résistant aux toxines produites par la bactérie. L’inflammation
devient moins sévère, mais la présence persistante de globules blancs dans le lait démontre
l’infection chronique des glandes mammaires (Schaim et al., 1971).
2.4 Prévention et traitements
La désinfection de l’équipement semble prévenir la dissémination de la bactérie à la
surface des glandes mammaires. En effet, ces dernières sont considérées comme étant plus
susceptibles de contaminer l’appareil que le lait lui-même. Évidemment, la désinfection
des glandes immédiatement après chaque traite durant la période de lactation demeure aussi
un moyen de prévention efficace. Toutefois, les mesures d’hygiène lors de la traite ne sont
pas suffisantes à elles seules pour contrôler la maladie.
Le traitement d’une mammite clinique vise trois objectifs: 1) traiter les symptômes
cliniques; 2) réduire les pertes de lait; 3) prévenir le développement d’une mammite sub
clinique. En effet, le traitement d’une mammite résulte souvent en la conversion d’une
mammite clinique en une mammite sub-clinique, c’est-à-dire que la vache semble guérie,
mais elle demeure contagieuse et produit moins de lait (Lipman, 1995).
Le contrôle des infections mammaires avec les antibiotiques est très difficile en
raison de plusieurs facteurs dont la résistance aux antibiotiques ainsi que la capacité de la
bactérie de se loger dans les tissus. En effet, le microorganisme est apte à pénétrer dans les
tissus et à former des cavités où il peut adhérer grâce aux adhésines de surface. Pour cette
raison, l’injection d’antibiotique directement dans les glandes mammaires ne permet pas
d’enrayer la maladie puisque les bactéries logées dans la crevasse sont protégées par des
tissus, formant ainsi une barrière contre l’attaque de l’antibiotique (Hensen and
Rijksuniversiteit te Utrecht, 2000). De plus. S. aureus est capable de survivre, sous forme
latente, à l’intérieur des leucocytes échappant ainsi à l’antibiotique et au système
immunitaire (Lipman, 1995). Une fois les conditions favorables retrouvées, il recommence
à se multiplier.
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Il est préférable d’utiliser les antibiotiques lorsque la vache n’est pas en période de
lactation. En effet, il a été démontré que le taux de réussite du traitement, pour les
mammites aux staphylocoques, est de 28% chez une vache en lactation alors qu’il est de
67% en dehors de cette période (West Agro Inc., 1982).
Comme nous le verrons dans la section suivante, la bactérie peut aussi produire des
toxines qui possèdent des propriétés antigéniques. L’exposition à S. aureus permet donc la
production d’antitoxines. Cette observation donna une lueur d’espoir quant à la production
d’un vaccin induisant l’immunité. Toutefois, plusieurs vaccins contre S. aureus ont été
utilisés ou testés pour prévenir la mammite causée par cette bactérie pathogène, mais sans
grand succès (Yancey, 1999). Le problème réside dans le fait qu’en plus des toxines
produites, les antigènes présents à la surface de la paroi cellulaire diffèrent d’une souche à
l’autre et donc qu’un seul vaccin ne peut être efficace contre toutes les souches de S.
aureus. De plus, les anticorps induits par un vaccin demeurent dans le sang, mais ne
passent pas dans le lait. Pour cette raison, l’administration d’un vaccin directement dans les
glandes mammaires fut considérée comme un bon moyen de produire une réponse immune
locale. Toutefois, comme pour le traitement aux antibiotiques, il est impératif de tenir
compte du moment de la vaccination en relation avec le cycle de lactation. En effet, si
l’injection du vaccin a lieu pendant la période de lactation, on risque de ne pas avoir les
effets escomptés puisque le vaccin sera aussitôt expulsé de la glande mammaire lors de la
traite, alors que si la période de lactation est terminée, le vaccin pourra être plus efficace
(Tizard, 2000).
Certains vaccins dirigés contre la protéine A de S. aureus semblent efficaces pour
induire la production d’anticorps, mais ne protègent pas de façon significative contre les
nouvelles infections (National Mastitis Council., 2002). De plus, la vaccination à ADN
dirigée contre la région liant le fibrinogène du « Clumping factor C » (C1fA) de S. aureus a
procuré une protection partielle dans un modèle de mammite à S. aureus chez la souris. En
effet, le vaccin a permis, par la production d’anticorps capables de se lier à la surface de la
bactérie, d’inhiber l’adhérence au fibrinogène et de favoriser la phagocytose (Brouillette et
al., 2002). D’autres vaccins dirigés contre les sérotypes capsulaires 5 et 8 de S. aureus ont
été expérimentés et semblent prévenir les nouvelles infections avec 52% de réduction
(National Mastitis Council., 2002).
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En conclusion, l’efficacité des traitements antibactériens demeure faible et aucun
vaccin efficace n’est encore disponible pour traiter la mammite à S. aureus.
3. Facteurs de virulence
3.1 Adhésines
Un des facteurs impliqués dans la virulence de la bactérie est la présence
d’adhésines qui jouent un rôle important dans les premiers stades de développement de la
mammite bovine. Elles permettent à S. aureus d’adhérer aux cellules épithéliales (Lindahl
et al., 1990) et aux protéines de l’hôte comme le fibrinogène, la fibronectine, le collagène,
le domaine Fc des molécules d’IgG et la laminine (Naidu et al., 199 lb; Taylor and
Heinrichs, 2002). Ces protéines de surface, en interagissant directement avec les protéines
extracellulaires de l’hôte, contribuent à la virulence et permettent au microorganisme
d’échapper au système immunitaire (Dryla et al., 2003).
L’hémagglutinine est reconnue pour agir comme une adhésine puisqu’elle a la
capacité de se lier aussi bien aux cellules épithéliales qu’aux globules rouges de mouton
(Lindahl et al., 1990). Un autre exemple d’adhésine chez S. aureus est le tandem formé des
protéines FnBPA et fnBPB (fibronectin-binding proteins). Ces protéines formées de
répétitions de groupes de 37 ou 38 acides aminés s’étendent pour traverser le
peptidoglycane et finalement se retrouver libres à l’extérieur de la cellule et s’associer à la
fibronectine (Taylor and Heinrichs, 2002).
3.2 Capsule polysaccharidique
Le glycocalyx, un réseau de polysaccharides qui compose les capsules, permet aussi
l’attachement des bactéries à des surfaces solides (Prescott et al., 1995). De plus, la
présence de cette capsule permet à la bactérie de résister à la phagocytose et de repousser
les bactériophages et les substances hydrophobes toxiques comme les détergents (Novick
and, Skurray, 1990). Le fait que cette capsule contienne beaucoup d’eau protège aussi la
bactérie contre la dessiccation.
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Chez les ruminants, les différents sérotypes capsulaires ainsi que leur prévalence
semblent varier d’une région géographique à une autre. Toutefois, il a été établi que les
sérotypes 5 et 8 sont les plus prévalents des onze (11) sérotypes capsulaires parmi les
souches de S. aureus responsables de mammite (Naidu et al., 1991a; Poutrel et al., 1988).
De plus, il a été démontré que des anticorps dirigés contre la capsule pourraient être
efficaces pour protéger des rongeurs contre la mortalité, les endocardites, les bactériémies
et les septicémies (Sordelli et al., 2000). Toutefois, II reste beaucoup de questions
concernant l’implication des polysaccharides de surface, chez S. aureus, au niveau de la
mammite bovine.
3.3 Protéine A
La protéine A est une autre substance qui assure la dissémination du
microorganisme pathogène dans l’hôte. Elle est localisée au niveau de la paroi de la
bactérie et inhibe la phagocytose par compétition avec les neutrophiles. En effet, les
immunoglobulines G (IgG) se fixent sur la protéine A par leur extrémité Fc empêchant
ainsi l’interaction du complément avec les IgG fixées (Prescott et al., 1995).
3.4 f3-lactamases
L’utilisation excessive d’antibiotiques de type 13-lactamines a forcé S. aureus à
s’adapter en produisant des -lactamases. Cette enzyme joue un rôle important lors de
l’infection puisqu’elle dégrade les -1actamines comme la pénicilline (Prescoti et al., 1995).
L’antibiotique n’a donc aucun effet sur les cellules bactériennes.
3.5 Toxines
S. aureus produit des toxines extracellulaires qui augmentent ses propriétés d’agent
infectieux. La coagulase fait partie de ces substances. Il s’agit d’une enzyme qui coagule
le fibrinogène, une protéine du plasma. Le caillot ainsi formé protège la cellule contre la
phagocytose et l’isole des autres mécanismes de défense de l’hôte (Prescott et al., 1995).
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Les souches de S. aureus coagulase positives produisent souvent un pigment caroténoïde
jaune, ce qui leur a d’ailleurs valu le nom de staphylocoques dorés (Prescott et al., 1995).
La leucocidine est une protéine antiphagocytaire puisqu’elle détruit les phagocytes
(granulocytes et macrophages). Il y a donc lyse des globules blancs, ce qui mène à la
formation de pus, d’où l’appellation de coques pyogènes parfois donnée à S. aureus.
De plus, S. aureus produit des entérotoxines (SE pour «staphylococcal
enterotoxin ») qui sont responsables de troubles gastro-intestinaux. Ces toxines sont
divisées en sept (7) types, soit SEA, SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED et SEE, qui causent
des diarrhées et des vomissements (Salyers and Whitt, 1994). D’autres chercheurs ont mis
en évidence le type SEH (Ren et al., 1994) et plus récemment, trois (3) nouveaux types
d’entérotoxines furent identifiés, soit SEG et SEl (Munson et al., 199$) ainsi que SEJ
(Zhang et al., 1998). Ces entérotoxines sont souvent produites par des souches
responsables d’ empoisonnement alimentaire.
Un autre facteur de virulence de ce microorganisme est représenté par sa capacité de
lyser les globules rouges, par la production d’hémolysines, formant ainsi des zones
d’hémolyse totale. Cette destruction des cellules du sang provoque une anémie et, par
conséquent, un affaiblissement des défenses de l’hôte. De plus, il y a libération du fer
contenu dans les érythrocytes, le rendant ainsi disponible pour la croissance microbienne
(Prescott et al., 1995). Donc, le fait que S. aureus soit capable d’utiliser des protéines qui
possèdent un noyau hème tel que l’hémine et l’hémoglobine lui procure un avantage lors de
l’infection mammaire étant donné la fuite des protéines sanguines dans le lait (Diarra et aï.,
2002b). Ceci nous mène donc à traiter plus en détails l’utilisation du fer par S. aureus.
3.6 Acquisition du fer
Le fer (fe2 et fe3) est un élément essentiel à la croissance de pratiquement tous les
organismes. Il joue un rôle central dans plusieurs processus biologiques et métaboliques
(Andrews et al., 2003) aussi bien que dans l’expression des gènes de virulence chez les
bactéries (Bullen and Griffiths, 1987; Modun et al., 2000) pour lesquelles la croissance est
dépendante de ce métal (Crosa, 1989).
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Dans les tissus vivants, le fer n’est presque jamais libre puisqu’il peut catalyser des
réactions d’oxydation entraînant la formation de radicaux toxiques dommageables pour les
tissus vivants. Toutefois, les conditions physiologiques, à pH neutre, font que le fer se
trouve à l’état ferrique (fe3) et forme un précipité insoluble. Pour contrer ce phénomène,
les mammifères produisent des protéines qui permettent de solubiliser le métal et de le
fournir aux cellules de l’hôte. Le fer est donc retenu par ces protéines, constituant ainsi une
défense contre les infections (Andrews et al., 2003; Modun et al., 2000; Skaar and
Schneewind, 2004) puisque sa disponibilité se trouve en deçà des besoins nutritionnels des
bactéries.
En effet, la quantité de fer, chez les vertébrés, atteint une concentration supérieure à
20 tM, mais la quantité de fer libre est d’environ 1 02 1iM, une concentration nettement
inférieure à celle requise pour la croissance bactérienne (0,05 - 0,5 jiM) (Martinez et al.,
1990). En ce sens, il a été démontré qu’il existe une relation étroite entre la quantité de fer
dans l’organisme et la susceptibilité aux infections. De plus, le manque de fer dans le
milieu semble être un signal environnemental à la bactérie conduisant à la production de
plusieurs toxines et à l’activation des systèmes impliqués dans le transport du fer (Dryla et
al., 2003; Ratledge and Dover, 2000).
C’est le cas des bactéries pathogènes, comme S. aureus, qui sont capables de
développer une réponse adaptive leur permettant de récupérer ces molécules de fer (Litwin
and Calderwood, 1993). Il semble aussi que cette réponse soit influencée par la phase de
croissance des bactéries, par le site spécifique d’infection, par le niveau d’endommagement
du tissu et par la nature de l’hôte infecté (Skaar and Schneewind, 2004).
Les mécanismes d’acquisition du fer sont jusqu’à maintenant mieux connus,
probablement parce que plus étudiés, chez les bactéries à Gram négatif principalement chez
E. cou comparativement aux bactéries à Gram positif comme S. aureus.
La procédure d’incorporation du fer dans la cellule bactérienne, autant par les
protéines de l’hôte qu’avec les sidérophores, nécessite la présence de protéines réceptrices à
la surface de la bactérie qui sont spécifiques aux différentes sources de fer (Crosa, 1929;
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Ratledge and Dover, 2000). Alors que ce récepteur se trouve sur la membrane externe des
bactéries à Gram négatif, il est représenté, chez les Gram positif par une lipoprotéine
ancrée dans la membrane cytoplasmique (Andrews et al., 2003) (figure 1).
A Réutilisation
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Figure I : Acquisition du fer à l’aide de sidérophores (A) chez les bactéries à Gram négatif et (B) chez
les bactéries à Gram positif (Adaptée dAndrews et al., 2003). La protéine située sur la membrane externe
des Gram — sert de récepteur et le complexe TonB/ExbB/ExbD lui fournit l’énergie nécessaire à la
transiocation du complexe Fe-sidérophore à travers ta membrane externe. Une protéine périplasmique sert
ensuite de véhicule au complexe Fe-sidérophore. Cette protéine, chez les Gram +, est ancrée dans la
membrane cytoplasmique. Finalement, l’ABC transporteur, constitué des perméases et des ATPases, permet
l’entrée du fer dans la cellule.
Par la suite, le transport des ions est dépendant de l’énergie. Récemment, plusieurs
transporteurs ABC ont été identifiés chez & aureus, soit s1rABC, sstABCD et JhuCBG, de
concert avec JhuDl et JhuD2, possiblement sitABC (Brown and Rolden, 2002) et, plus
récemment, htsABC (Skaar et al., 2004b). Nous reviendrons plus en détails sur ces
transporteurs. Pour l’instant, il faut savoir qu’ils sont formés de trois composantes: le
récepteur spécifique au substrat sous forme de lipoprotéine à la surface de la membrane
cellulaire; une ou deux protéines formant la perméase membranaire; et finalement,
l’ATPase qui fournit l’énergie pour le transport au travers de la membrane. Ces
composantes sont souvent codées par trois (3) ou quatre (4) gènes transcrits sous forme
d’opéron (Brown and Holden, 2002) et ces opérons sont, pour la plupart, régulés par la
quantité de fer présent dans le milieu (Cabrera et al., 2001; Heinrichs et al., 1999).
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En effet, les bactéries ont la capacité de réguler leur métabolisme en fer en fonction
de la disponibilité du métal. Certaines protéines sont impliquées au niveau de la régulation
de gènes responsables de l’acquisition du fer. C’est le cas de la protéine Fur (Ferric uptake
regulator) (Figure 2). Fur agit comme un répresseur de transcription lorsqu’il est en
présence de Fe2, son co-répresseur, alors qu’en absence de Fe2, le gène peut être transcrit.
Un tel système permet ainsi d’éviter la production de protéines nécessaires à l’acquisition
du fer lorsque ce dernier est en concentration suffisante.
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protéine Fur du fer du fer
Figure 2: Représentation schématique de la répression par la protéine Fur (Adaptée d’Andrews et al.,
2003). Le complexe Fe2- Fur se fixe entre les résidus -35 et -10 du promoteur du gène régulé par fur et
empêche ainsi la transcription du gène en présence de fer, alors qu’en absence de fer, le gène pourra être
transcrit.
Le site de liaison au complexe Fe2- fur constitue en fait la boîte Fur et est
représentée par une séquence consensus de 19 pb (Andrews et al., 2003) (figure 3).
GATAATGA(%)ArCArrATC
Figure 3: Séquence consensus palindromique de la boîte Fur (Andrews et al., 2003).
£ aureus possède aussi un gène qui code pour la protéine SirH. Ce gène est
adjacent à l’opéron sitABC, dont nous parlerons un peu plus loin, et est homologue à DtxR
(diphteria toxin regulator) de Corynebacterium diphteriae, qui constitue, lui aussi, un
répresseur fer-dépendant (Hill et al., 1998; Modun et al., 2000).
Puisque S. aureus est capable de croître et de se multiplier à de faibles
concentrations en fer, il est probable que le microorganisme possède plusieurs méthodes
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spécifiques d’obtention du fer (Diarra et aI., 20025). Ces méthodes peuvent être classées
en deux (2) systèmes d’acquisition t le système d’acquisition direct, soit par l’utilisation des
protéines de l’hôte comme les hémoprotéines (hémine et hémoglobine), la ferritine, la
transferrine et la lactoferrine; ou encore le système d’acquisition indirect, en faisant
intervenir des sidérophores (Diarra et aï., 2002b).
3.6.1 Systèmes d’acquisition directe
Cette méthode est utilisée par les bactéries pour leur permettre de s’approprier le fer
complexé aux protéines de l’hôte. Toutefois, ces protéines doivent être reconnues
spécifiquement par des récepteurs à la surface des bactéries pour pouvoir incorporer le fer
dans la cellule (Ratledge and Dover, 2000).
3.6.1.1 Les hémoprotéines
L’hèrne est constitué d’un noyau porphyrine avec, au centre, un atome de fer.
Lorsque l’atome de fer est sous la forme reduite ou ferreux (Fe ), le groupement
prosthétique est appelé hème (Figure 4).






Dans le cas où l’atome de fer est sous la forme feri-ique (Fe3j, le groupement
prosthétique est appellé hématine, si le contre-ion est un hydroxyde (groupement OH), ou
alors hémine si le contre-ion est un chlorure (Cl).
L’utilisation de l’hémine par S. auretis Lui procure un avantage lors de l’infection
mammaire puisqu’on observe une fuite de protéines sanguines dans le lait. Le fait que la
bactérie soit capable d’utiliser l’hémine a permis de supposer la présence d’un site de
liaison spécifique à l’hème chez le microorganisme (Diarra et al., 2002b).
L’hémoglobine, une protéine de l’hôte capable de lier le fer, est la plus abondante
dans le sang et se trouve dans les érythrocytes. Son poids moléculaire est d’environ 64,5
kDa et elle possède aussi des groupements hème (Bullen and Griffiths, 1987) sur lesquels
sont liés les atomes de fer (Martinez et al., 1990). En fait, elle est constituée de quatre (4)
sous-unités globine qui forment 94% de la protéine et de qctatre (4) groupements hème qui
forment le 6 ¾ restant (Figure 5).
Chaîne polypeptidique (sous-unité 3)
figure 5: Modèle illustrant l’hémoglobine (Adaptée de Tro. 2003). La protéine est formée de 4 sous-unités
globine (Œ et f3) et chacune «entre-elles est liée à un groupement hème.
Chaîne polypeptidique (sous-unité f3)
Chaîne polypeptidique Chaîne polypeptidique
(sous-unité Groupements hème (sous-unité Œ)
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Lors de l’hémolyse, une grande quantité d’hémoglobine est relâchée dans le plasma
et se complexe alors à l’haptoglobine avec une forte affinité. Ce n’est qu’une fois
l’haptoglobine saturée qu’on peut retrouver de l’hémoglobine libre (Bullen and Griffiths,
1987). Toutefois, il est possible que les bactéries puissent utiliser le complexe
haptoglobine-hémoglobine à l’aide de certains récepteurs spécifiques. C’est le cas de la
protéine HarA (haptoglobin receptor A) qui lie l’haptoglobine et aussi les complexes
haptoglobine-hémoglobine. L’expression de HarA est strictement contrôlée par la protéine
Fur qui est à son tour contrôlée par le fer et il fut démontré qu’une délétion dans le gène
élimine la liaison de l’haptoglobine (Dryla et al., 2003).
Il semble que la protéine HarA fut étudiée par différents groupes de chercheurs. En
effet, Taylor et Heinrichs ont désigné cette même protéine SirH (Taylor and Heinrichs,
2002), dont nous traiterons un peu plus loin alors que Morrissey et ses collaborateurs l’ont
appelée FrpB (Monissey et al., 2002). De son côté, Mazrnanian lui aurait donné le nom
IsdB et l’a localisée dans l’opéron isd (iron-regulated surface determinant) (Mazmanian et
al., 2003) (Figure 6). Cet opéron semble coder pour des protéines responsables de la liaison
à l’hémoglobine et du passage du complexe hème—Fe dans le cytoplasme.
%q4 %):
Figure 6: Organisation de I’opéron isd chez S. aureus (Mazmanian et aI., 2003). La présence de boîtes Fur
confirme la régulation des unités transcriptionnelles par le fer.
En effet, les auteurs ont suggéré que la protéine IsdB produite par S. aureus pourrait
lier l’hémoglobine à la surface de la bactérie. Toutefois, S. aureus code aussi pour IsdH,
une protéine qui semble avoir 85% d’identité en acides aminés avec la protéine IsdB ($kaar
and Sclmeewind, 2004). Ce serait plutôt cette protéine qui serait impliquée au niveau de la
liaison avec l’haptoglobine et non la protéine IsdB tel que mentionné plus tôt.
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La protéine IsdB lierait donc directement l’hérnine et l’hémoglobine alors que la
protéine IsdH lierait le complexe hémoglobine-haptoglobine (Wandersman and
Delepelaire, 2004). Toutefois, comme l’indique la figure 7, le gène isdH, qui est aussi
régulé par Fur, ne se trouve pas dans l’opéron isd.
A
IsuA dCLr
sjtA — - fhs H Staphyft,coccus 4rOus
{orX-j o,fY
figure 7: Les gènes idsH et isdl se trouvent dans deux autres régions distinctes du chromosome de S.
attretts (Skaar and Schneewind. 2004).
L’hème serait par la suite retiré de l’hémoglobine par les protéine IsdA et IsdB
(Figure 8) et transféré à la membrane cellulaire par IsdC. Les protéines IsdD, IsdE et IsdF
seraient impliquées au niveau de la translocation au travers la membrane. On suppose donc
que la protéine IsdE code pour une lipoprotéine liant l’hème alors que la protéine Isdf est
capable de lier l’ATP (Mazmanian et al., 2003).
Par la suite, l’hème doit être dégradé pour pouvoir être utilisé comme source de fer.
Ce sont les enzymes IsdG et IsdI qui sont impliquées dans cette étape (Figure 8). Ces
protéines, semblables à des oxygénases, catabolisent le noyau hème en deux produits t la
biliverdine, un produit de dégradation du noyau porphyrine; et le fer libre, qui peut enfin
être utilisé pour la croissance des bactéries (Skaar et aï., 2004a). La figure $ illustre le
modèle proposé pour le système de transport Isd.
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Figure 8: Modèle illustrant le transport du complexe hème-Fe médié par l’opéron isd chez S. aureus
(Skaar and Schneewind, 2004). Les protéines IsdA, IsdB et IsdH sont exposées à la surface grâce aux
sortases et sont des récepteurs potentiels pour l’haptoglobine (Hpt). l’hémoglobine (Hb) et pour l’hémopexine
(Hpx). Le noyau hème est par la suite retiré du complexe pour ensuite se rendre à la membrane d’une façon
IsdC-dépendante. Les protéines IsdD, IsdE et IsdF le transportent alors au travers de la membrane jusque
dans le cytoplasme.
Les protéines IsdA, IsdB et IsdH sont toutes requises pour l’utilisation de l’hème
comme source de fer (Wandersman and Delepelaire, 2004). Toutefois, il fut démontré que
des inactivations génétiques dans les gènes isdD, isdE et isdf n’inhibent pas la croissance
sur un milieu avec l’hème comme seule source de fer (Mazmanian et al., 2003), alors que
l’inactivation de htsABC (heme transport system) réduit significativement l’acquisition de
l’hème chez S. aureus (Skaar et aï., 2004b) (Figure 9) et ainsi devrait atténuer la virulence
de S. aureus (Rouault, 2004). HtsB et HtsC formeraient les perméases de l’ABC
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Figure 9: Utilisation du noyau hème par S. aureus (Adaptée de Rouault. 2004). S. aureus produit d’abord
des hémolysines qui lysent les globules rouges libérant ainsi l’hème sous forme d’hémoglobine. La
dissociation de l’hémoglobine en noyau hème est encore inconnue, mais les protéine IsdA et IsdB sont
probablement impliquées. La bactérie importe ensuite I’hème via des transporteurs issus de l’opéron htsABC.
L’hème est ensuite cataholisée par les enzymes IsdG et IsdI relâchant ainsi le tr nécessaire à la croissance
bactérienne.
3.6.1.2 La transferrine
La transferrine est une protéine monomérique de $0 kDa (Diarra et al., 2002a;
Modun et ai., 1998; Taylor and Heinriclis, 2002) que l’on retrouve dans le sérum
(Wandersman and Delepelaire, 2004). Il y a quelques années, des chercheurs ont découvert
la présence d’un récepteur protéique de 42 kDa, ancré dans la membrane cellulaire à la
surface de S. ciureits, qui possède une forte homologie avec la glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase (GAPDH) (Modun et aï., 1998; Modun and Williams, 1999; Modun et al.,
2000). Cette protéine réceptrice, appelée Tpn (transferrin receptor protein), semble avoir
une préférence pour certaines transferrines de mammifères. En effet, le récepteur lie
préférentiellement les transferrines contencies dans le sérum humain, le sérum de lapin et le
sérum de rat comparativement aux transferrines de sérum bovin, porcin ou de poulet.
Plus récemment, il a été démontré que la protéine Tpn, bien qu’elle possède une













la protéine StbA (staphylococcal transferrin-binding protein A) ancrée dans la membrane
cellulaire (Taylor and Heinrichs, 2002). Le gène codant pour la protéine StbA se trouve
dans une région de sept (7) kb du chromosome de S. aureus, une région qui contient six (6)
gênes, tous régulés par la concentration en fer exogène et cette régulation est dépendante de
la protéine Fur (figure 10). En ce sens, l’opéron est précédé d’une séquence fortement
similaire à une boîte Fur (Taylor and Heinrichs, 2002).
A
swG sr si__j_j sJtl
Perméase Inconnue Protéine de Inconnue
Lipoprotéine Inconnue liaison àla kbtransfemne
B
G.ATAACÇTCPATTC Protéine de liaison à la transferrine
GT1’.PT’TPTFA’FTtAî s.t rDF Transporteur ABC
GtTAATGATTATCkTTG?, SlrK Protéine de la membrane dont la fonction est inconnue
GATAATTtATcArTAc Séquence consensus de boite Fur chez S. aureus
Figure 10: Opéron sirDEfG avec les gènes sibA et sirH (A) et alignement des séquences de la boîte Fur
identifiée en amont de l’opéron (B) (Adaptée de Taylor and Heinrichs, 2002).
Alors que les produits des gènes sirD et sirE demeurent inconnus, ceux des gènes
sirF et sirG montrent des similarités avec des composantes de transporteurs ABC. En effet,
la protéine SirF est une lipoprotéine qui ressemble fortement à des lipoprotéines impliquées
dans le transport du fer alors que la protéine SirG est fortement hydrophobe et possède de
grandes similarités avec des perméases. Immédiatement en aval du gène StbA, et transcrit
dans la même direction, se trouve le gène sirH qui code pour une seconde protéine ancrée
dans la membrane, plus grande que la première. Même si la fonction de SirH est toujours
inconnue, il est possible que la protéine joue un rôle dans l’acquisition du fer en liant les
protéines de l’hôte, par exemple l’hémoglobine, tel que suggéré par les travaux
d’Agnieszka en 2003.
La nomenclature de cet opéron fait suite à des résultats obtenus précédemment. En
effet, Heinrichs et ses collaborateurs (Heinrichs et al., 1999) ont identifié l’opéron sirABC
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comme étant constitué de trois (3) gènes localisés ailleurs sur le chromosome dont la
fonction est encore indéterminée (voir section 3.6.3.2).
De plus, il semble que le transport du fer à partir de la transferrine ne nécessite
aucun contact direct avec la cellule. Ceci fut démontré par l’utilisation d’une membrane à
dialyse pour séparer la transferrine marquée des cellules et suggère la présence, dans le
surnageant, de molécules capables de récupérer le fer porté par la transferrine et de le
transporter au travers de la membrane, donc probablement des sidérophores (Lindsay et al.,
1995).
3.6.1.3 La lactoferrine
Le lait, riche en nutriments essentiels, possède des effets bactériostatiques en
conditions in vivo étant donné la présence d’immunoglobulines, de cellules phagocytaires,
de composantes du complément, de lysozyme, de lactoperoxydase et de lactoferrine (Naidu
et aï., 1991a). Cette dernière est produite de façon naturelle par les cellules d’une glande
mammaire en lactation. Chez les mammifères, la lactofenine chélate le fer dans les
sécrétions mucosales, privant ainsi les bactéries pathogènes du métal. De plus, en étant un
composant majeur des leucocytes polymorphonucléaires, la lactoferrine contribue ainsi à
tuer les bactéries (Naidu et aï., 199 la).
Cette protéine du lait de $0 kDa semble inhiber la croissance de certaines souches
même si ces dernières possèdent des récepteurs capables de lier la protéine à la surface des
cellules (Diarra et al., 2002a). En effet, la lactoferrine semble reconnaître des protéines de
poids moléculaires de 32 et 92 kDa (Diarra et al., 2002b), d’autres de 67 et 92 kDa (Naidu
et al., 199 la) et finalement de 62 et 67 kDa (Naidu et al., 1992) à la surface de S. aureus.
Il semble que ce soit un fragment de la lactofenmne qui lui procure cet effet
antibactérien. Ce peptide, appelé lactoferricine, est généré naturellement pendant la
digestion de la lactoferrine du lait, par le système digestif des mammifères (Bellamy et al.,
1992). Le potentiel antibactérien de la lactoferrine et de la lactoferricine a été étudié seul
et en combinaison avec des antibiotiques. Il a été démontré que cette protéine de l’hôte a la
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capacité d’augmenter l’activité inhibitrice de certains antibiotiques et aussi de diminuer
l’expression de la -lactamases (Diarra et aï., 2002a).
3.6.1.4 La ferrïtine
Alors que les rôles de la transferrine et de la lactoferrine sont de complexer et de
transporter le métal, celui de la ferritine se résumerait à emmagasiner le métal (Ghio et al.,
199$). Pendant l’infection mammaire, la concentration en fer dans le lait augmente,
probablement en raison de la mort de cellules épithéliales, menant à la libération de
ferritine dans le lait (Diarra et al., 2002b). Cette protéine de l’hôte, qui a un poids
moléculaire de 500 kDa, permet à certaines bactéries d’obtenir le fer dont elles ont besoin
soit par contact direct ou avec l’aide de sidérophores (Diarra et al., 2002b; Ghio et al.,
1998; Ratiedge and Dover, 2000).
Alors que S. aureus est capable de produire des sidérophores, ce ne sont pas toutes
les souches qui peuvent utiliser la ferritine comme source de fer. De plus, cette dernière
semble inhiber la croissance des souches qui sont incapables de l’utiliser. Ces différences
dans la capacité d’utiliser la ferritine suggèrent que les sidérophores à eux seuls ne sont pas
suffisants pour acquérir le fer de la ferritine. On peut donc supposer que le relâchement du
fer dépend de la production par L aureus d’une protéase extracellulaire capable de cliver la
ferritine (Diarra et al., 2002b). En effet, la ferritine semble permettre la conservation du fer
dans un réservoir se trouvant dans sa cavité centrale (Andrews et al., 2003) et une seule
molécule de ferritine peut contenir entre 1 et 4500 atomes de fer (fe3) (Martinez et al.,
1990).
3.6.2 Systèmes d’acquisition indirecte
Tôt dans l’infection, les staphylocoques semblent utiliser les sources de fer les plus
abondantes pour satisfaire leur besoin en fer, les hémoprotéines (Skaar et aï., 2004b). Ce
n’est qu’une fois ces protéines épuisées que la bactérie se tournera vers l’utilisation de
sidérophores, une voie utilisée par les bactéries lorsque la concentration en fer du milieu est
très faible. Ces petites molécules de faible poids moléculaire (< 1000 Da) s’occupent de
chélater les ions ferriques et de les fournir à la cellule lorsque le fer est peu disponible pour
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les bactéries. L’affinité de ces chélateurs d’ions pour les ions ferriques est suffisante pour
soustraire le fer des propres protéines de l’hôte.
Jusqu’à maintenant, quatre (4) types de sidérophores ont été découverts, soit les
catéchols qui semblent peu utilisés chez S. aureus; les hydroxamates dont le ferrichrome et
le desferal sont les plus fréquemment utilisés chez S. aureus (Diarra et aï., 2002b; Martinez
et al., 1990); les carboxylates, dont les staphyloferrines A et B; et finalement, un quatrième
type non caractérisé, c’est-à-dire dont le type chimique est encore inconnu, mais dont les
aureochelines font partie.
Plusieurs bactéries pathogènes, dont S. aureus, sont capables d’utiliser les
sidérophores produits par d’autres bactéries ou par certains champignons, mais nécessitent,
à leur surface, la présence de protéines réceptrices pour le complexe sidérophore-fe. Ces
sidérophores sont dits exogènes. Par exemple, le ferrichrome et l’aérobactine de type
hydroxamate sont des sidérophores produits par d’autres microorganismes, mais que S.
aureus est capable d’utiliser. C’est aussi le cas avec l’entérobactine, de type catéchol
(Brown and Holden, 2002) qui est produit par E. cou (Andrews et al., 2003). L’utilisation
de sidérophores exogênes de type hydroxamate peut être importante lorsque S. aureus
coexiste avec d’autres microorganismes qui produisent ce type de sidérophores. Par
exemple, le ferrichrome et le desferroxamine sont produits par des champignons présents
dans la glande mammaire (Diarra et al., 2002b).
La production de sidérophores par les staphylocoques fut démontrée il y a quelques
années. En effet, S. hylcus semble produire deux (2) sidérophores, soit la staphyloferrine A
et la staphyloferrine B. Ces sidérophores sont aussi produits par certaines souches de S.
aureus (Haag et al., 1994; Heinrichs et aÏ., 1999; Meiwes et ai, 1990). De plus, le
microorganisme synthétise un troisième sidérophore, appelé aureocheline, de 577 Da
(Courcol et al., 1997; Modun et al., 2000). De ces trois (3) sidérophores, seulement la
staphyloferrine A semble lier le fer complexé à la transferrine (Modun et al., 1998; Modun
et al., 2000).
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De plus, un nouveau sidérophore, la staphylobactine, fut tout récemment mis en
évidence par Dale et ses collaborateurs (Dale et al., 2004). Le gène responsable de
l’expression de ce sidérophore se trouve tout près de l’opéron sirABC (voir section 3.6.3.2).
3.6.3 Transporteurs ABC chez S. aureus
Tel que mentionné plus tôt, plusieurs transporteurs ABC ont été identifiés chez les
staphylocoques dont cinq (5) chez S. aureus, soit sirABC, sstABCD, et/huCBG en relation
avec JhuDl etflzuD2 et possiblement un sixième, sitABC (Brown and Holden, 2002). Plus
récemment, l’opéron htsABC fut découvert (Skaar et al., 2004b). Toutefois, pour certains
d’entres eux, le substrat demeure inconnu. Le tableau 1 résume ces opérons et la figure 11
illustre leur disposition dans le génome de la souche de S. aureus Mu50.
Tableau 1 Liste des opérons identifiés chez S. aureus, leur substrat et la référence associée.
Opéron Substrat Références
sstABCD (staphylococcal Inconnu (Morrissey et al., 2000)
siderophore transporter)
JhuCBG (JhuDl etJhuD2) Complexe (Sebulsky et al., 2000; Sebulsky
(ferric hydroxamate uptake) fer-hydroxamate and Heinrichs, 2001; Sebulsky
et al., 2003; Sebulsky et al., 2004)
isdABCDEfGHI (iron Hémoprotéines (Mazmanian et al., 2003)
regulated surface determinant)
sirABC (staphylococcal Staphylobactine (Heinrichs et al., 1999) (Dale et al.,
iron regulated) 2004)
siL4BC(staphylococcal Inconnu (Cockayne et al., 199$)
iron transport)




L’opéron sit (staphylococcal iron transport) fut d’abord identifié chez S.
epidermidis, mais on soupçonne aussi sa présence chez S. aureus (Cockayne et al., 1998).
La protéine SitA est une ATPase, SitB est une protéine de membrane cytoplasmique alors
que SitC est une lipoprotéine de 32 kDa. Ces trois (3) protéines semblent donc, en
considérant leur homologie de séquence, constituer un ABC transporteur. La spécificité de
ce transporteur n’a toutefois pas encore été confirmée, mais les auteurs supposent
l’implication de sidérophores ou de transferrine.
Des données récentes obtenues par Cockayne et ses collaborateurs suggèrent que
l’opéron identifié chez S. epidermidis pourrait aussi être régulé par le manganèse amenant
ainsi la possibilité que la protéine SitC soit capable de lier et de transporter une variété
d’ions métalliques, tel que le fer, le manganèse et aussi le zinc. Cette hypothèse pourrait
évidemment être vérifiée en générant des mutants (Cockayne et al., 199$).
3.6.3.2 S1rABC
En 1999, Heinrichs et ses collaborateurs ont identifié et caractérisé une protéine de
S. aureus qui est régtilée par le fer. SirA (staphylococcal iron regulated) est une
lipoprotéine de 36,7 kDa et fait partie d’un opéron de trois (3) gènes (Heinrichs et al., 1999)
(Figure 12).
Figure 11: Arrangement génomique des systèmes de transport du fer chez S. aureus Mu50 (Skaar et al..
2004b). Suite au séquençage de S. aureits, le génome fut annoté. Les gènes sir, sst,fliu et lits ont été
caractérisés et les gènes non caractérisés portent le numéro correspondant à la position du locus dans le
génome de la souche S. oui-eus Mu50.
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Figure 12: Organisation génétique de l’opéron sirABC chez S. aureus et opéron cbr chez Envinia
chrysanthemi (Adaptée de Heinrichs et aI., 1999).
L’analyse de la séquence en acides aminés des ORFs de l’opéron sir a démontré des
homologies avec l’opéron cbr identifié chez une bactérie pathogène des plantes, Erwinia
chrysanthemi. Cet opéron porte quatre (4) gènes impliqués dans le transport de
sidérophores.
SirA, associée à la membrane cellulaire, serait impliquée dans la liaison aux
sidérophores. Les protéines SirB (35,5 kDa) et SirC (35,7 kDa) sont fortement
hydrophobes et permettraient la formation d’un pore à travers lequel serait transporté le
complexe sidérophore-fe.
Le gène sirA est précédé d’une région de 19 pb similaire à la boîte fur chez E. cou
et Bacillus subtilis. La présence de fur permet de prétendre à une régulation par le fer.
Toujours dans le laboratoire du Dr Heinrichs, un nouvel opéron fut identifié et
caractérisé, l’opéron sbnABCDEFGHI (siderophore biosynthesis) (Dale et al., 2004)
(f igure 13). Ses neuf (9) gènes, aussi régulés par te fer, n’ont pu être identifiés seulement
que chez S. aureus et non chez les staphylocoques à coagulase négative. L’opéron sbn
semble donc spécifique à S. aureus parmi les staphylocoques.
L’équipe a d’abord isolé un nouveau sidérophore produit par S. aureus, qu’ils ont
nommé staphylobactine. Il semblerait qu’une inactivation du gène sbnE empêche les
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Figure 13: Représentation schématique de l’opéron sbn chez S. aureus (Dale et al., 2004). Les flèches en
noires représentent des régions codantes qui ne sont pas impliquées dans l’acquisition du fer.
Les opérons sbn et sir sont séparés par une région de 230 pb dans laquelle on
suppose la présence de deux (2) séquences homologues à des boîtes fur. De plus, la
proximité de ces opérons permet aux auteurs de prétendre que les protéines SirA, SirB et
SirC seraient impliquées dans le transport de la staphylobactine. Des travaux sont
d’ailleurs en cours à ce sujet.
3.6.3.3 FhuCBGIFhuCBD
Un opéron de trois (3) gènes, l’opéron /huCBG (ferric hydroxamate uptake) fut
identifié chez S. aureus (Sebulsky et al., 2000) (figure 14). Ce même opéron fut aussi
identifié par Cabrera et ses collaborateurs, mais sous une nomenclature différente, soit
l’opéron JhuCBD (Cabrera et al., 2001). Les protéines produites sont impliquées dans
l’acquisition du fer à partir de sidérophores de type hydroxamate. Ces protéines possèdent
aussi beaucoup de similarité avec les protéines fhuC, fhuB et fhuG de B. subtilis.
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Figure 14: Organisation schématique de l’opéronfltu de S. aureus (A) et de B. subtilis (B) (Sebulsky et
al., 2000). La flèche verticale en (A) indique l’endroit de la mutation alors que ta ligne perpendiculaire au
chromosome, en amont deJImC, indique la localisation de la boîte fur. Cette boîte Fur se trouve entre les
gènesfiiuD etJhuBCG chez B. subtilis en (B). Les lettres symbolisent les enzymes de restriction qui coupent
dans la séquence.
Comme les protéines FhuB (36 kDa) et fhuG (36,1 kDa) sont fortement
hydrophobes, on peut supposer la présence d’un hétérodimère formant une perméase
membranaire. Cette perméase semble avoir une large spécificité puisque les complexes
ferrichrome-Fe, aérobactine-Fe et desferroxamine-Fe sont tous transportés dans les cellules
de S. aureus via ce système (Sebulsky et al., 2000). Une mutation dans un des gènes JhuB
ouJhuG résulte en une diminution de l’acquisition du ferrichrome (Cabrera et al., 2001).
La protéine fhuC, de son côté, démontre des similarités de séquences avec des
protéines capables de lier l’ATP. Chez E. cou, une modification dans cette séquence en
acides aminés mène à l’abolition du transport du complexe hydroxamate-Fe. De plus, le
fait que le transport du complexe sidérophore-fe au travers des composantes membranaires
demande de l’énergie confirme la fonction de cet opéron.
Une séquence homologue à celle des boîtes Fur a pu être identifiée en amont de la
protéine FhuC, permettant ainsi d’affirmer que cet opéron est régulé par la protéine Fur, qui
elle, est contrôlée par le niveau de fer. Cette boîte Fur est aussi reconnue par la protéine
Fur d’E. cou.
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La protéine fhuD chez B. subtilis est une lipoprotéine. Jusqu’à tout récemment,
cette protéine ne possédait pas son homologue chez S. aureus, mais $ebulsky et Heinrichs
ont finalement réussi à mettre en évidence les protéines fhuDl et fhuD2 (Sebulsky and
Heinrichs, 2001) (voir section 3.6.3.5).
3.6.3.4 SstABCD
En 2000, les travaux de Morrissey et ses collaborateurs ont permis de mettre en
évidence l’opéron sstABCD (staphylococcal siderophore transporter) (Morrissey et al.,
2000) qui constitue un transporteur ABC classique (Figure 15).
Figure 15: Organisation de l’opéron ssIABCD chez S. aureus (Adaptée de Morrissey et aI., 2000). La
séquence en amont de l’opéron permet de croire que cet opéron serait régulé par le fer.
Les protéines SstA et SstB démontrent une hydrophobicité qui permet de supposer
que ce sont des protéines de la membrane cytoplasmique. La protéine SstC, de son côté,
possède une homologie significative avec plusieurs protéines capables de lier l’ATP qui
sont impliquées dans le transport du fer à partir de sidérophores. finalement, SstD est une
lipoprotéine de 3$ kDa qui possède une forte homologie avec des transporteurs de
sidérophores de B. subtilis et de Campytobacter jejuni. De plus, l’expression de SstD
semble augmenter lorsque les conditions sont limitées en fer, mais il a aussi été démontré
qu’une diminution du niveau de SstD n’affectait pas la croissance de S. aureus suggérant
ainsi que cet opéron n’est pas requis pour la virulence (Brown and Holden, 2002; Morrissey
et al., 2000).
Il est fort probable que la transcription de cet opéron soit aussi régulée par le fer
puisqu’on suppose que le gène sstA est précédé d’une structure contenant deux (2)





5’ - GATAATGATAATCATTATC .. 3’ Boîte Fur (séquence consensus chez E. cou)
5’ - GATAATGATIA.TCATTAAI 3’ Boîte fur I du gène sstA chez S. aureus
5’- SIAATGATAATATTATC 3’ Boîte Fur 2 du gène sstA chez S. aureus
5’ - GATAATGATTTCATfCTC - 3’ Boîte Fur du gène sirA chez S. aureus
5’ - QfTATGATAATCATTATC - 3’ Boîte Fur du gèneflmC chez S aureus
Figure 16: Homologie de séquence entre les boîtes Fur identifiées chez S. aureus, la séquence consensus
chez E. cou et les séquences des boîtes fur associées aux gènes sirA etJhuC. Les différences en acides
nucléiques entre les différentes boîtes Fur sont soulignées (Adaptée de Morrissey et al., 2000).
Toutefois, les expériences effectuées n’ont pas permis aux auteurs d’identifier le
sidérophore transporté par ces protéines.
3.6.3.5 FliuDi et FhuD2
Plus tôt, on mentionnait que, contrairement à B. subtilis, la lipoprotéine fhuD
n’avait toujours pas été retrouvée chez 8. aureus. Sebulsky et ses collaborateurs ont donc
poursuivis leurs recherches et ont finalement identifié et caractérisé deux (2) gènes, soit
JhuD] et JhuD2, qui possèdent des spécificités différentes pour des sidérophores de type
hydroxamate et aussi des unités de transcription indépendantes. De plus, les deux (2) gènes
ne sont pas localisés près l’un de l’autre, ni près de l’opéron /huCBG. Les auteurs
supposent tout de même que les nouvelles protéines interagissent avec ce transporteur
(Sebulsky and Heinrichs, 2001).
Pour chacun des gènes JhuD] et fhuD2, l’examen des séquences en amont ont
permis de révéler la présence de boîtes Fur. Leur transcription est donc aussi régulée par la
protéine fur. Toutefois, la façon dont la bactérie bénéficie de la présence de FhuDl et
fhuD2 n’est pas encore clair, mais il semble que fhuD2 participe au transport d’une plus
grande étendue de substrats que fhuD 1 (Sebulsky and Heinrichs, 2001; Sebulsky et aï.,
2003).
Récemment, un modèle hypothétique fut élaboré par cette équipe: il semblerait que
la protéine fhuD2 soit libérée afin de récupérer le complexe sidérophore-fe (figure 17).
Elle ne serait donc pas ancrée dans la membrane cytoplasmique.
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Alors que la position deflrnCBG et defiiuD2 dans le génome demeure conservée, la
présence ainsi que la position du gène /huDI est variable ($ebulsky et aÏ., 2004). Tout
comme FhuD2, la protéine FhuDl lie les sidérophores de type hydroxamate, mais avec une
affinité moindre. Les données suggèrent donc que FhuDl est redondante à FhuD2 et joue
un rôle mineur dans le transport du fer. De plus, le produit du gène JhuDl pourrait
partiellement compenser pour la perte de fhuD2.
Les auteurs supposent aussi que les conditions dans lesquelles FhuD 1 procurerait un
avantage sur FhuD2 n’ont peut-être pas été identifiées et qu’il est possible que fhuDl joue
un rôle plus important avec des sidérophores, toujours de type hydroxarnate, qui n’ont pas
été testés et qui joueraient un rôle prédominant dans l’environnement naturel de S. aureus.
3.6.3.6 HtsABC
Tel que mentionné plus tôt, l’inactivation de l’opéron htsABC (heme transport
system) réduirait significativement l’acquisition de l’hème chez S. aureus (Skaar et al.,
2004b). L’analyse des séquences a montré que les protéines HtsB et HtsC formeraient les
perméases de cet ABC transporteur étant donné la forte homologie avec HemU
(Stojiljkovic and Hantke, 1994) et HmuU (Drazek et al., 2000), les perméases des systèmes
Figure 17: Modèle illustrant la reconnaissance du complexe protéine-ligand (FhuD2-sidérophore) par
le transporteur ABC situé dans la membrane cytoplasmique (Adaptée de Sebulsky et al., 2003).
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de transport de Ï’hème chez Yersinia enterocolitica et Corynebacterium dtphtheriae
respectivement (Skaar et al., 2004b).
Une boîte Fur a aussi été identifiée huit (8) nucléotides en amont du gène hstA
impliquant l’activation du système sous des conditions carencées en fer (Rouault, 2004;
Skaar et al., 2004b).
4. Description du projet
À l’été 2002, lorsque le projet a débuté, les connaissances sur les transporteurs ABC
chez S. aureus étaient encore très limitées. Étant donné l’importance du fer pour S. aureus
et les bactéries pathogènes en général, il était pertinent de poursuivre l’étude dans le but
d’identifier de nouveaux gènes impliqués dans l’obtention de ce métal, particulièrement
chez des souches isolées de mammite bovine. Toutefois, comme le lecteur l’aura noté, il y
a eu de nombreuses publications au cours des deux dernières années.
Les objectifs de l’étude étaient donc de créer des souches de S. aureus déficientes au
niveau de l’acquisition du fer dans le but d’identifier de nouveaux gènes responsables du
phénotype observé.
Pour ce faire, une technique de mutagenèse par transposon a été utilisée pour
produire une banque de mutants. Le Tn916, retrouvé dans la souche d’Enterococcus
faecaÏis CG11O, est un transposon conjugatif de 12 kb qui porte un gène de résistance à la
tétracycline, tetli (Franke and Clewell, 1981; Gawron-Burke and Clewell, 1982). Ce
transposon a été particulièrement utilisé avec des souches à Gram positif dont Bacittus
anthracis (Ivins et al., 198$), B. subtitis (Scott et al., 1988), Clostridium difficile (Hachier
et al., 1987), Listeria monocytogenes (Kathariou et al., 1987) et aussi avec S. aureus (Jones
et al., 1987).
Par la suite, une sélection sur un milieu contenant de la streptonigrine (Figure 1$) a








Figure 18 Structure chimique de la streptonigrine.
La streptonigrine est un antibiotique de type quinone qui se complexe avec le fer
intracellulaire pour former des radicaux hydroxyls endommageant ainsi l’ADN (Boizan and
Bianchi, 2001). Les cellules incapables d’utiliser le fer présent dans le milieu de culture
seront donc résistantes à l’antibiotique. Cette approche a été utilisée notamment chez
Haemophilus influenzae (Holland et al., 1991), E. cou (Braun et al., 1983), Neisseria
meningitidis (Dyer et al., 1987) et aussi avec S. aureus (Ahn et al., 2004; Chung et aï.,
2003). Le tableau 1 résume quel type de mutants ont été isolés avec cet antibiotique.
Tableau 2 : Résumé de quelques études sur la streptonigrine.
Bactéries Mutants isolés Références
E. cou 2 mutants (récepteur de l’aérobactine) (Braun et aI., 1983)
2 mutants (synthèse de l’aérobactine)
Haemophilus infiuenzae 2 mutants (liaison de la transferrine (Holland et al., 1991)
et assimilation du fer)
Neisseria meningitidis 10 mutants (acquisition du fer; (Dyer et al., 1987)
transferrine et hémoglobine)
S. aureus JhuG (complexe fer-hydroxamate) (Sebulsky et al., 2000)
III. MÉTHODOLOGIE
1. Conditions de croissance des souches bactériennes
Les souches bactériennes utilisées dans cette étude sont énumérées dans le tableau
3. Les souches de S. aureus étaient généralement ensemencées en bouillon Mueller-Hinton
(MHB), sur gélose MH agar (MHA) ou encore en bouillon Todd-Hewitt (THB) et sur
gélose Todd-Hewitt agar (THA) et incubées à 37°C. Lorsque l’utilisation d’antibiotiques
était nécessaire, ces derniers étaient ajoutés au milieu selon les concentration suivantes
tétracycline (10 tg/mL); streptomycine (100 tg/mL).
Tableau 3 : Souches bactériennes utilisées.
Souches Caractéristiques Référence et source
E. faecalis CGI 10 Tn916 (tetM (Gawron-Burke and Cleweil, 1982)
M. Gottschalka
L aureus
RN6390 Type sauvage (Peng et al., 1988) / M. S. Diarrab
RN6390 SmR Streptomycine résistante Cette étude
LS21 RN639Oflp:: 1n916 Cette étude
LS22 RN6390 région non-codante :: Tn9]6 Cette étude
L523 RN639OdapE::Tn916 Cetteétude
LS24 RN6390 :: Tn9]6 (plus d’une insertion) Cette étude
a faculté de médecine vétérinaire, Université de Montréal, QC, Canada.
b Agriculture et Agroalimentaire Canada, Centre de recherche et de développement sur le
bovin laitier et le porc, Lennoxville, QC, Canada.
2. Construction d’une banque de mutants
Le transposon Tn916 a été utilisé pour la mutagenèse chez la souche S. aureus
RN6390. Il s’agit d’un transposon conjugatif retrouvé chez la souche Enterococcus
faecalis CG 110 qui porte un gène de résistance à la tétracycline, tetli (Gawron-Burke and
Cleweil, 1982).
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Pour permettre l’isolement de mutants, la souche receveuse S. aureus RN6390,
sensible à la tétracycline, a donc été ensemencée sur une gélose avec un gradient de
streptomycine jusqu’à l’obtention de cellules résistantes à 100 tg/mL de streptomycine.
Le Tn9]6 a été transféré par conjugaison de la souche donneuse, E. faecalis CG1 10,
vers la souche receveuse, L aureus RN6390 $mR. Pour la conjugaison, les souches ont été
ensemencées dans 5 mL de bouillon Todd-Hewitt (THB) avec leurs antibiotiques respectifs
et incubées à 3 7°C, sous agitation, pendant la nuit. Le lendemain, les cultures furent
centrifugées et le culot, lavé trois fois et suspendu dans du bouillon THB frais. Les souches
E. faecaÏis CGÏ1O et S. aureus RN6390 SmR furent ensuite mélangées dans un ratio 1: 100
et déposées (100 jiL) sur une gélose sang pour permettre la conjugaison. Suite à une
incubation à 37°C pour la nuit, les cellules furent récupérées avec du bouillon THB, lavées
trois fois et étalées sur une gélose THA avec streptomycine (100 tg/mL) et tétracycline (10
ig/mL) pour une première ronde de sélection. Le lendemain, une deuxième ronde de
sélection sur milieu contenant de la streptomycine et de la tétracycline a permis de
récupérer les transconjugants, qui constituent en fait la banque de mutants de S. aureus
RN6390. Cette banque fut ensuite congelée à -70°C.
3. Sélection sur streptonigrine
La banque de mutants fut étalée sur milieu THA contenant de la streptomycine (100
ig/mL), de la tétracycline (10 tg/mL) et de la streptonigrine à différentes concentrations
(de O p.g/mL à 1 jig/mL) et les géloses furent incubées à 37°C pour la nuit. Les colonies
résistantes furent ensuite ensemencées sur gélose sang (TSA contenant 5% de sang de
mouton) pour confirmer la production d’hémolyse, une caractéristique typiquement
associée à L aureus qui permet de le distinguer aisément d’E. faecalis.
Des amorces PCR furent également synthétisées (BioCorp, Montréal, QC, Canada)
pour permettre l’amplification d’une partie du gène tetM porté par le Tn916. Les amorces
Tn9]6TetMFor (5’-GGACGAAGCACTGAAATA-3’) et TetMRev (5’-
CGGTAAAGTTCGTCACACAC-3’) permettaient d’amplifier un fragment de 2 170 pb
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selon les conditions suivantes: 5 min. de dénaturation à 94°C; 30 cycles à 94°C pendant I
min., 56°C pendant 1 min., 72°C pendant I min.; et finalement 7 min. d’élongation à 72°C.
4. Analyse des mutants par Southern blot
L’analyse de l’ADN génomique par Southem blot a permis de vérifier s’il y avait
des mutants identiques et aussi de s’assurer qu’il n’y ait qu’une seule insertion du Tn9]6
dans le génome. L’ADN génomique des mutants a été extrait par homogénéisation avec
des billes de zircoWsilice de 0,1 mm de diamètre (BioSpec Products, Bartlesville, OK,
États-Unis). Un volume de 1,5 mL d’une culture en bouillon a été centrifugé et le culot
été resuspendu dans 1 mL de tampon d’extraction (Tris-HC1 50 mM à pH8, EDTA 5 mM et
SDS 3%) avec de la RNaseA à 1 mg/mL. Le mélange a ensuite été homogénéisé au « bead
beater» (Mini-BeadBeater-$, BioSpec Products) pendant 3 minutes à 4°C et laissé sur glace
pendant 1 minute avant d’être homogénéisé une seconde fois et centrifugé à 16 000 g
pendant 3 minutes à 4°C. Le surnageant, qui contient l’ADN, a été récupéré et transféré
dans un nouveau tube. De l’acétate d’ammonium à une concentration finale de 2 M a
ensuite été ajouté et le mélange est resté sur glace pendant 5 minutes avant d’être centrifugé
pendant 15 minutes à 4°C. Le surnageant a été récupéré et une nouvelle centrifugation a été
faite afin d’éliminer les résidus et l’acétate d’ammonium restant. L’ADN a ensuite été
précipité par l’ajout de 1 mL d’isopropanol, suivi d’une centrifugation à 16 000 g pendant
15 minutes à 4°C et le culot lavé avec de l’éthanol 75% suivi d’une centrifugation à 16 000
g pendant 5 minutes toujours à 4°C. Le surnageant a été retiré délicatement et le culot a
séché à l’air pendant environ 10 minutes avant d’être suspendu dans 100 .tL d’H20 stérile.
L’ADN extrait a finalement été dosé au spectrophotomètre à 260 nm.
Une quantité de 5 .tg d’ADN génomique des mutants de S. aureus RN6390
résistants à la streptonigrine, furent donc digérés avec EcoRI (qui ne coupe pas dans le
Tn916) à 37°C pendant deux heures. Les digestions furent ensuite déposées sur un gel
d’agarose 0,7% baignant dans du tampon TAE iX pour l’électrophorèse et l’ADN a migré
avec un courant de 60 V pendant 3 heures.
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Le transfert sur membrane s’est fait par capillarité dans une solution de NaOH 0,4M
pendant la nuit. Le lendemain, l’ADN sur la membrane a été fixé aux U.V. pendant 2
minutes et la pré-hybridation s’est effectuée à 68°C pendant 5 heures dans une solution
5XSSC + 0,1% N-lauroylsarcosine + 0,02% SDS + 1% d’agent bloquant. La sonde utilisée
a été synthétisée grâce aux amorces Tn9l6TetMFor et TetMRev et marquée à la
Digoxigénine-1l-dUTP (DIG) (Roche Diagnostic, Lavai, Qc, Canada). L’hybridation avec
cette sonde s’est fait à 68°C pendant la nuit. Une série de lavages consécutifs (2 fois 5 min.
à température ambiante dans du 2XSSC + 0,1%SDS; 2 fois 15 min. à 68°C dans 0,2XSSC
+ 0,1% SDS pour forte stringence) fut nécessaire avant de détecter les signaux
d’hybridation. La sonde marquée à la DIG fut détectée avec des anticorps anti
Digoxigénine, en utilisant le NBT/BCIP (Roche) comme substrat, selon les instructions du
manufacturier.
5. Tests de promotion avec différentes sources de fer
Afin de vérifier s’il existait des différences dans l’utilisation de sources de fer par
les mutants par rapport à la souche mère S. aureus RN6390 SmR, le 2,2’-dipyridyl (Sigma
Aldrich, Oakville, ON, Canada) a été utilisé comme chélateur de fer. Ainsi, la
concentration à laquelle la souche mère était incapable de croître a pu être déterminée.
Cette concentration sera utilisée pour les expériences subséquentes en condition carencée
en fer.
Par la suite, des disques portant les différentes sources de fer: hémoglobine bovine
(200 .tg); hémine bovine (26 tg ou 0,04 tM); ferritine (200 tg); ferrichrome (28 p.g ou
0,04 1iM); desferroxamine (66 tg ou 10 mM) (Sigma) furent déposés à la surface de 5
géloses THA-dipyridyl, chacune ayant préalablement été ensemencées avec 100 L d’une
suspension bactérienne (pour les 4 mutants et la souche mère) dans du tampon PBS. Les
géloses ont été incubées à 37°C pour la nuit.
39
6. Identification du site d’insertion
L’ADN génomique des mutants a été digéré avec l’enzyme de restriction HindIIj,
une enzyme n’ayant qu’un seul site de restriction dans le Tn9]6, suivi d’une auto-ligation
des fragments. Les produits de ligation ont ensuite été amplifiés par PCR avec deux
amorces sortant du Tn916, soit les amorces Tn9]6Out (5’-CGCACATGCAACATTCGA-
3’) et TetMRev (voir section 3 du présent chapitre) (Figure 19).
TetMRev Tn9I6Out
Figure 19 : Modèle illustrant les sites de restriction de HindilI dans l’ADN d’un mutantS. aureus par
Tn916 et emplacement des amorces utilisées pour le PCR sur l’auto-ligation des fragment d’ADN
digéré.
Les conditions du PCR sont les suivantes: 5 min. de dénaturation à 94°C; 40 cycles
à 94°C pendant I min., 60°C pendant 1 min., 72°C pendant 1 min.; et finalement 7 min.
d’élongation à 72°C.
Le produit PCR a ensuite été séquencé au Laboratoire d’analyse d’acides nucléiques
de l’Université Lavai (Québec, Qc, Canada) selon les directives du centre de séquençage.
Les réactions de séquençage ont été effectuées avec la trousse «BigDye Terminator v3. 1
cycle sequencing kit» de Applied Biosystems, selon les recommandations du fournisseur.
Les réactions ont ensuite été analysées avec l’appareil « Genetic analyser, model 3100 » de
Applied Biosystems. L’amorce utilisée pour déterminer la séquence nucléotidique
flanquant le transposon est l’amorce Tn9]6Out, qui se trouve à 255 pb de la fin du Tn9]6.
Dans le cas où il n’y a pas eu d’amplification à l’étape de PCR, le séquençage s’est
fait directement sur l’ADN génomique du mutant suite à une digestion avec HindilI en
utilisant la même amorce, soit Tn91 6Out. La réaction de séquençage nécessitait alors 10
iL d’ADN à séquencer par réaction à une concentration allant de 500 à 1000 ng/jiL et
nécessitait 4 fois plus de dNTPs marqués avec la « Big Dye Terminator ».
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La recherche de similarités de séquences entre la séquence obtenue et celles
compilées dans les bases de données, a été réalisée avec le programme BLAST disponible à
partir du National Center for Biotechnology Information (NCBI).
L’alignement de séquences a été réalisé avec l’aide du programme ClustalW
disponible sur internet (http ://clustalw. genorne .ip/).
La complémentarité de séquence (5’—*3’) a été effectuée avec le programme
Practical Molecular Biology disponible sur internet
(http://molbiol.edu.ruleng/scripts/0 1_12 .htrnl).
7. RT-PCR
Afin de vérifier si le gène muté est régulé par la concentration en fer dans le milieu,
la souche mère S. aureus RN6390 SmR fut ensemencée dans 100 mL de bouillon MHB
sous-agitation à 37°C, pour la nuit. Le lendemain, la culture fut utilisée pour ensemencer
200 mL de MHB frais à une DO600 d’environ 0,1 pour ensuite être incubée jusqu’à
l’obtention d’une DO600 de 0,6. Une fois la DO600 = 0,6, la culture fut séparée en 2 x 100
mL pour créer les conditions Fer + / Fer -. Pour la condition Fer +, du FeCl3 fut ajouté à la
culture pour avoir une concentration finale de 5 iiM, alors que pour la condition Fer -, du
2,2’-dipyridyl fut ajouté à une concentration finale de 0,6 mM. Les deux cultures ont
ensuite été incubées jusqu’à DO600 = 1.0 avant d’être séparées en aliquots de 5 mL, traitées
au «RNA protect» (Qiagen Inc., Mississauga, ON, Canada), centrifugées et les culots,
congelés à -70°C jusqu’à l’extraction de l’ARN.
L’extraction d’ARN s’est fait par homogénéisation du culot bactérien décongelé
avec des billes de zirconlsilice de 0,1 mm de diamètre (BioSpec Products) après l’ajout de 1
mL de RNAwiz (Ambion, TX, États-Unis) et de 200 iL de chloroforme. Le mélange a été
homogénéisé au « bead beater» pendant 3 minutes et laissé à température pièce pendant 10
minutes avant d’ftre centrifugé à 10 000 g pendant 15 minutes à 4°C. La phase supérieure,
qui contient l’ARN, a été récupérée et transférée dans un nouveau tube sans RNase auquel a
été ajouté 500 1iL d’H20 traitée au DEPC pour éliminer les RNases. L’ARN a ensuite été
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précipité par l’ajout de 1 mL d’isopropanol, suivi d’une centrifugation à 10 000 g pendant
15 minutes à 4°C et le culot lavé avec de l’éthanol 75% sans RNase suivi d’une
centrifugation à 10 000 g pendant 5 minutes toujours à 4°C. Le surnageant a été retiré
délicatement et le culot a séché à l’air pendant environ 10 minutes avant d’être suspendu
dans 50 jtL d’H20 traitée au DEPC. L’ARN a ensuite été dosé au spectrophotomètre à 260
mn.
La synthèse d’ADNc à partir de l’ARN extrait s’est effectuée avec la $uperscript II
RI (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) et avec des octamères dN8 (BioCorp). Les
échantillons ont été préparés avec un mélange de dNTPs, d’octamères, d’ARN et d’H20-
DEPC. La dénaturation des hexamères s’est effectuée à 65°C, suivi d’une minute sur glace
avant d’ajouter le tampon RT (lX) et le DDT (lOmM). Les échantillons furent laissés à
42°C pendant 2 minutes juste avant d’ajouter la Superscript II RT (200U). Une incubation
à 25°C pendant 10 minutes a précédé la synthèse d’ADNc à 42°C pendant 50 minutes. Par
la suite, l’enzyme RI fut dénaturé à 70°C pendant 15 minutes.
Afin de vérifier l’expression des gènes mutés (ftp, le gène codant pour la protéine
ribosomale 30S et dapE) en présence et en absence de fer, les amorces utilisées pour le
PCR sur 1’ADNc de la souche mère sont flpfor (5’-CGAAGACACGGTTAACCA-3’) et
FlpRev (5’-TGGTAGCCAAGICAGTAC-3’) qui amplifient un fragment de 1306 pb,
DapEfor (5’-GTTAATGAACACCGCGCC-3’) et DapERev2 (5’-
GGCATCTGTTGCACCTACAA-3’) qui amplifient un fragment de 914 pb ainsi que
RibFor (5’-GITGTAAAAGAGGGCGAC-3’) et RibRev (5’-
TACACCTGGTGCAATTTC-3’) qui amplifient un fragment de 728 pb. Le gène sirA
(numéro d’accès: AF079518), régulé par le fer, fut utilisé comme gène contrôle. Les
amorces utilisées, soit $irAFor (5’-GTTGTTACGCTTGCTTTC-3’) et SirARev (5’-
CCGCCAGCTAAGTTCCAA-3’), amplifient un fragment de 88$ pb. Le gène l6S rRNA
(numéro d’accès: L37597.1) a été utilisé comme gène de ménage (Eleaume and Jabbouri,
2004). Les amorces utilisées, soit 16$For (5’-
CGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA-3’) et l6SRev (5’
GCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCC-3’), amplifient un fragment de 480 pb.
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8. Modèle d’infection chez la souris
Afin de comparer la virulence des mutants par rapport à la souche mère S. aureus
RN6390 SmR, les collaborateurs de l’Université de Sherbrooke ont mis au point un modèle
de mammite chez la souris (Brouillette et al., 2003; Brouillette et al., 2004a; Brouillette et
aï., 2004b).
Des souris gestantes CD- 1 (Charles River, St-Constant, Canada) furent utilisées 12-
14 jours après la naissance des petits. Suite à l’anesthésie, le bout des mamelons fut
désinfecté et coupé (1 mm de tissu enlevé) puis 100 jiL d’inoculum bactérien fut injecté
(100 UfC) dans le canal lactifère avec une aiguille. Deux glandes par souris ont été
infectées, soit G4 et D4, qui représentent la quatrième paire de la tête à la queue. Pour
chacune des souches testées, soit la souche mère S. aureus RN6390 SmR et ses quatre
mutants, trois (3) souris et deux (2) glandes par souris ont été utilisées pour l’infection
expérimentale pour un total de quinze (15) souris.
Le temps d’infection a été de douze (12) heures. Les glandes ont par la suite été
prélevées stérilement et homogénéisées dans 2,5 mL final de PBS, puis les dilutions
logarithmiques ont été étalées sur gélose MSA pour le décompte bactérien. Les résultats
sont donnés en logarithme base 10 des UfC par gramme de glande mammaire.
Les recommandations du Conseil canadien de protection des animaux (CCPA)
furent respectées pour toutes les procédures avec les animaux.
9. Puces à ADN
Les collaborateurs de l’Université de Sherbrooke ont également mis au point des
puces à ADN (Allard et aï., 2005). Ces puces portent 460 gènes dont une centaine de gènes
qui, d’après le génome de & aureus, sont ou seraient probablement impliqués dans
l’acquisition ou le métabolisme du fer.
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Les bactéries ont donc été cultivées en présence (mutant LS24) et en absence de fer
(S. aureus RN6390 SmR et mutants L521; LS22; LS23; et LS24) avant d’extraire l’ARN.
Cet ARN fut ensuite transcrit en ADN complémentaire fluorescent par transcription inverse
avec un marquage aminé (5-[3-Amioally]-2-UUTP (Sigma)). Les ADNc ont été marqués
aux fluorophores cyanine 3 et cyanine 5 (Cy3 ou Cy5) selon les conditions. Par exemple,
l’ADNc marqué au Cy3 (vert) représente les gènes exprimés en présence de fer, alors que
l’ADNc marqué au Cy5 (rouge) représente les gènes exprimés en absence de fer. Les
ADNc marqués sont ensuite hybridés avec la puce. La pré-hybridation, l’hybridation et les
étapes de lavage ont été faites selon les recommandations du fabricant des lames Coming
Gaps II servant de puces (Coming). L’intensité des signaux fluorescents mesurés par
l’instrument Packard ScanArray est quantifiée avec le logiciel Quantarray (Perkin Elmer).
Les gènes exprimés en présence de fer seront en vert, les gènes exprimés en absence de fer
seront en rouge, alors que les gènes exprimés dans les deux conditions seront en jaune. Le
tableau 4 décrit les conditions étudiées avec les puces à ADN.
Tableau 4: Souches et conditions étudiées avec les puces à ADN.
Souche X / condition Souche Y / condition
S. aureus RN6390 SmR / fer(-) vs Mutant LS21 / Fer(-)
S. aureus RN6390 SmR / Fer(-) vs Mutant LS22 / fer(-)
S. aureus RN6390 SmR / fer(-) vs Mutant LS23 / fer(-)
S. aureus RN6390 Sm’ / fer(-) vs Mutant LS24 / Fer(-)
Mutant L$24 / fer(-) vs Mutant LS24 / fer (+)
IV. RÉSULTATS
1. Construction d’une banque de mutants
Le Tn916 s’est inséré de façon aléatoire dans le génome de S. aureus RN6390 SmR
par conjugaison. Ce transposon portant un gène de résistance à la tétracycline (tetM) a
permis de générer une banque d’environ 1,05 x 1011 mutants. Cette banque fut ensuite
criblée pour la résistance à la streptonigrine.
2. Sélection sur streptonïgrine
Environ 75% de la banque de mutants a ensuite été criblée sur streptonigrine
permettant ainsi l’isolement de plusieurs colonies résistantes. Toutefois, il fallait
confirmer, par un test d’hémolyse, que les colonies résistantes étaient bel et bien du S.
aureus et non pas E. faecaÏis. Les résultats de l’hémolyse ont permis de confirmer que
quatre (4) de ces colonies résistantes étaient des mutants de S. aureus. Ces derniers,
nommés LS21, LS22, LS23 et LS24, ont été isolés à différentes concentrations de
streptonigrine (Tableau 5). À noter que la souche mère, S. aureus RN6390 SmR était
incapable de pousser sur un milieu en présence de telles concentrations de streptonigrine.
Tableau 5 Concentration de streptonigrine ù laquelle chaque mutant a été isolé.




LS23 0,3 75 ig/mL
LS24 0,3 75 1g/mL
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Par la suite, l’amplification PCR a confirmé la présence du Tn9]6 dans l’ADN
génomique des mutants S. aureus L$21-LS24 (Figure 20). Le produit PCR amplifié
concorde avec le fragment attendu de 2 170 pb pour les mutants L$21, LS22, LS23 et
LS24. Le PCR sur l’ADN de la souche mère S. aureus et sur l’ADN d’E. faecaÏis confirme
que le fragment amplifié est spécifique au Tn91 6.
Échantillon
Marqueur de poids moléculaire 1 kb
PCR sur ADN du mutant LS21
PCR sur ADN du mutant LS22
3000 pb PCR sur ADN du mutant LS23
2000 pb PCR sur ADN du mutant LS24
1600 pb PCR sur ADN de la souche mère
S. aureus RN6390 SmR
1000 pb
PCR contrôle négatif (H20)
PCR contrôle positif
(ADN d’E.faecalis CGI 10)
Figure 20 : Résultats du PCR pour l’amplification du Tn916 sur l’ADN génomique des mutants de S.
aureus RN6390 Sm’. Le produit attendu était de 2170 ph.
3. Analyse des mutants par Southern blot
L’analyse des résultats du Southern blot permet de vérifier si les mutants isolés sont
identiques et aussi de s’assurer que les mutants ne contiennent qu’une seule insertion du
Tn9]6 dans le génome. Les ADN génomiques ont tous été digérés avec l’enzyme de
restriction EcoRI ainsi que le contrôle positif, soit le vecteur pAM12O qui porte le Tn916.
Le contrôle négatif est représenté par la souche mère S. aureus RN6390 SmR. Pour le
mutant LS24, les résultats indiquent qu’il y a eu plus d’une insertion du transposon, alors
que pour les mutant LS2Y, LS22 et L$23, il n’y en a eu qu’une seule (Figure 21). Les
mutants présentent tous un profil différent, ce qui permet de conclure que le transposon
s’est inséré à différents endroits dans le génome.
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I ADN mutant LS24 digéré avec EcoRi




3 ADN mutant LS22 digéré avec EcoRi
9000pb
— r—i
6500 pb — 4 ADN muta
nt LS2] digéré avec EcoRi
j 5 ADN S. aureus RN6390 SmR digéré
avec EcoRi
6 Vecteur pAM 120 digéré avec EcoRI
Figure 21: Résultat du profil d’hydridation par Southern blot avec la sonde Tn916 marquée à la DIG.
4. Tests de promotion avec différentes sources de fer
Des tests de promotion ont été effectués avec différentes sources de fer afin de
déterminer la capacité des mutants à les utiliser par rapport à la souche mère. Les résultats
ont démontré que les mutants peuvent utiliser la plupart de ces sources de fer aussi bien que
la souche mère, à l’exception de l’hémine bovine (Tableau 6). De plus, le mutant LS21
présente une faible croissance, toujours par rapport à la souche mère, avec l’hémoglobine et
l’hémine bovine (les hémoprotéines) en plus du desferroxamine. Le mutant LS24,
présente, en plus de l’hémine bovine, des difficultés de croissance en présence de
l’hémoglobine bovine, donc avec les deux hémoprotéines. À noter que le terme «faible
croissance» a été utilisé dans le cas où il n’y avait seulement qu’un léger voile bactérien
autour du disque, comparativement à la souche mère, où des colonies étaient apparentes.
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Tableau 6 : Résultats des tests de promotion avec différentes sources de fer. +, croissance; +1-,
croissance très faible.
Souche Hémoglobine Hémine Ferritine ferrichrome Desferroxamine
bovine bovine
RN639OSmR + + + + +
LS2I +7- +7- + + +7..
LS22 + +7- + + +
L$23 + +7- + + +
1524 +7- +7- + + +
5. Identification du site d’insertion
Afin d’identifier le gène inactivé par l’insertion du Tn916 dans l’ADN génomique
de 5’. aureus, la région adjacente au transposon fut séquencée. Le séquençage a été
concluant pour le mutant LS23 suite au PCR sur le produit de ligation et la séquence
obtenue présente 95% d’identité avec le gène dapE qui code pour la désuccinylase de
l’acide N-succinyl-L-L-diaminopimélique (SDAP-déacylase) (Figure 22).
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LS2 3 1 CGTNCAGGNCGNANNGNNCCCNCGGNTGAGAGGNGCANCACGAGCGTCTNTGNTGCNTAN
S. aureus




LS2 3 181 TTTNCGAGCNTTTNAGAAATATAAAàAGATAATTAGAAATTTNTACTTTGTTNISTAGAAT
S. aureus
LS2 3 241 AAAAATTATGTTTATATAAATATATATACTACTTTGWNGGTGTGAGCTTCATGNCNGC
S. aureus ATGACAAC
*** * *
LS2 3 301 NTTTAGTGAACATGNNGNAATTCGGTTACTAGCNGATNNTGTTGAACTACANACTGANNA
S. aureus 9 TTTTAGTGAAAAAGAAAAAATTCAATTACTAGCAGATATTGTTGAACTACAAACTGAAAA
********* * * ***** ******** *** ************ ***** *
LS2 3 361 TACTAATGANATAGACGTTTGTAATTATTTAAAAGATTTATTCGACAAGTACNNTATTAA
S. aureus 69 TAATAATGAAATAGACGTTTGTAATTATTTAAAAGATTTATTCGACAAGTACGATATTAA
** ****** ****************************************** ******




LS2 3 481 CTCACCTATACTCGTATTGAGTGGTCATATGGATGTTGTTGATGCAGGAAATCAAGATAA
S. aureusl8 9 CTCACCTATACTCGCATTGAGTGGTCATATGGATGTTGTTGATGCAGGAAATCAAGATAA
************** ****************************************
*****
LS2 3 541 TTGGACTTATCCCCCTTTTCAAQTCACAGAAAAAGATGGCAAATTATACGGTCGAGGCAC
S. aureus2 49 TTGGACTTATCCCCCTTTTCAACTCACAGAAAAAGCTGGCAAATTATACGGTCGAGGCAC
*********************************** ************************
LS2 3 601 AACGGATATGAAAGGCGGTCTGATGGCTTTGGTCATCACACTCATTGAATTAAAAGAACA
S. aureus3 09 AACGGATATGWGGCGGTCTGATGGCTTTGGTCATCACACTCATTGAATTAAAAGAACA
******************************************************
******
LS2 3 661 AAATCAATTGCCTCAAGGAACGATAAGATTACTAGCTACTGCTGGCGAAGAGAAAGAACA




S. aureus42 9 AGAZGGTGCCAAATTATTGGCTGATAAAGGCTATTTAGACGATGTAGATGGCTTAATTAT
*************************** ******************************
LS23 778
S. aureus4 89 TGCTGAACCAACTGGATCTGGAATTTATTATGCACATAAAGGGTCTATGTCATGTAAAGT
Figure 22: Alignement de la séquence dapE obtenue après le séquençage de la région adjacente au
Tn916 (boîte jaune) chez le mutant LS23 et de la séquence dapE chez S. aureus Mu50 (Numéro d’accès:
A P003364; SA ‘/2006).
49
Le Tn9]6 se serait donc inséré dans la région promotrice du gène clapE (Figure 23),
soit 57 ph en amont du gène, empêchant ainsi la fixation de l’ARN polymérase et donc







Figure 23: Modèle illustrant l’insertion du Tn916 dans l’ADN du mutant LS23.
La recherche de séquences consensus associées aux boîtes Fur et SirR n’a pas
permis, par alignement de séquences, d’identifier ces boîtes.
Pour les mutants LS2I et LS22, l’approche utilisée pour l’amplification et le
séquençage de LS23 n’a pas fonctionnée. L’ADN génomique de ces mutants a donc été
digéré avec Hindhli avant d’être séquencé ati Laboratoire d’analyse d’acides nucléiques de
l’Université Lavai tel que mentionné précédemment. Le séquençage s’est effectué
directement sur le génome, toujours avec l’amorce Tn9l6Out.
Pour le mutant LS2Y, la séquence obtenue présente 98% d’identité avec SAV244],







LS2 1 628 GCCTATCTTTCCAAAAAGTATAGAGAGTTAATTAATATTTTTTATGTAATTATACG
CCTA
S. aureus
LS 21 568 TTAACATATAAGGTGTCAAAAATAATGGTAAATATACCTCTTTAATTAATTTATTCAA
TG
S. aureus
LS 21 508 GAACTGGTATAATAAAATAAATCTCATTAGGCACTTAAGTAAATTTAACATATAA
AàAGG
S. aureus
LS 21 448 AACGTTTATGACTACTAAAAAACTGTATTTTCTATCCATTTCTATTATCATTTTAGTCG
C
S - aureus ATGACTACTAAAAAACTGTATTTTCTATCCATTTCTATTATCATTTTAGTCGC
*****************************************************
LS2 1 388 CATTTCAATTGCTATATATATAACATTWTAGCAATACGAAGACACGGTTAACCAATGA
S. aureus 53 CATTTCAATTGCTATATATATAACATTAAATAGCAATACGAAGACACGGTTAACCAATGA
******************************************************
******
LS2 1 328 TTCGCAACAACAAATAGATACAATTATCGAACATGATTTACAAAAGGGACATATTCCT
GG
S. aureus 113 TTCGCPJkCAACAAATAGATAAAATTATCGAGCATGATTTACAAAAGGGACACATTCCTGG
******************** ********* ******************** ********
LS2 1 268 AGCATCAATTTTAATAGTWCAA.AGTATAAATTTCTAATTATCTTT-TTATATTTTCTT
S. aureus AGCATCAATTTTAATAGTAAAAAATGGCAAAGTTTTTTTAAATAAAGGTTATGGTTATCA
********************* ** * ** *** * ** **** **
LS21 208 AAATGCTCGTAAGC CTTATTCTATGT- - - -GCNTTCGAGTATTTTTACTGT
S. aureus 173 AGATGTTGATAAAAAAGTCAAAGCTTCTCCCACAACAAAGTATGAAATTGCTTCTAAT
AC
* *** * **** *** * * * * * * * ** ** *
LS2 1 148 AGGA AGATACTTCACGTTTCTNTGCATATTTCCTCATGTCTTAGCTGTCAGAAG
S - aureus 233 TAAAGCTTTCACAGGTCTTGCAATTTTAAAATTAGCTCAAGAAGGTCGATTAAACTTAAA
* * * * * ** * ** ** * * * * **
LS2 1 88 TGGTAATAAGTAGTAATTCATTTNTCTCTACTAAGCAC1AGA1flGNNNGCTGPJ1NCT
5. aureus 293 TGATGACGTATCCAAACATGTGCCTCATTTTAAAATGAACTATAATGGTCAAAATGWC
** * * * * ** * * ** * * * * * *
LS21 28 TCTCTTTATTNCAANGCGTTTCATTTCC
S. aureus 353 TATTACGATTAAGCAACTTTTGGCTCWCAAGTGGTATACCTAGTGATATTACAAGCGA
* * *** * *** *
Figure 24: Alignement de la séquence complémentaire (5’ —* 3’) obtenue après le séquençage de la
région adjacente au Tn916 (boîte jaune) chez le mutant LS21 et de la séquence du gène 5AV2441 (flp)
chez S. aureus Mu50 qui code pour la « fmtA-like proteiu » ou FLP (Numéro d’accès: AP003365;
5AV2441). La boîte rouge représente le début du gène 5AV2440 qui code pour une protéine similaire à
une perméase pour acides aminés.
51
Le transposon se serait donc inséré dans le gène SAV2441 (Jlp) empêchant ainsi la




Figure 25: Modèle illustrant l’insertion du Tn916 dans l’ADN du mutant LS21.
Encore ici, la recherche de séquences consensus associées aux boîtes Fur et SirR n’a
pas permis, par alignement de séquences, d’identifier ces boîtes.
Pour LS22, la séquence obtenue présente des homologies avec le gène SAV1476




LS2 2 1 TGGCGGAAATGAAACGCCTTGTAATAAAGAGAAGNNCNNNMMTCNNTCTTGTTG
CTTAG
S. aureus






LS 22 181 CTTTACGAGCATTTAAGAAAATATAAAAAGATAATTAGAAATTTATACTTTGTTT
GTATT
S. aureus






LS22 361 ACTAPATGTAATAAAGGTAGPATTTC TTCTGTCAGTTTATAAGATGTTATAAA
S - aureus
LS 22 421 TATGTANTG GGAGGCAAACAAGATGACTNAAGAATTCAATGAATCAATGATTAAC
S. aureus ATGACTGAAGAATTCAATGAATCAATGATTAAC
****** **************************
LS 22 481 GATATTA1AGAAGGTGACAAAGTCACTGGCGAGGTACAACAAGTTGAAGACAAG
CCAGTT





S. aureus 94 GTTGTTCATATCAACGGTGGTAAATTTAATGGGATTATTCCTATTAGTCAACTATCTACG
************ ** ** ****************************************
*
LS2 2 601 CGTCATATTGATAGCCCAGTGAAGTTGTAAAAGAGGGCGACCAAGTTGAAGCATATG
TC
S. aureus 154 CATCATATTGATAGCCCAGTGAAGTTGTAAGAGGGCGACGAAGTTGPAGCATATGTC
* **************************************** *****************
LS 22 661 ACTAAAGTTGAGTTTTGATGAAGAAAATGAACCTGGAGCTTACATCTTATCTTGA
AGACA
S. aureus 214 ACTZAAGTTGAGTTT-GATGAAG1AATG1AACTGGAGCTTACATCTTATCTAGAAGACA
*************** *************** ******************** *******
LS22 721 ACTTTGWCTGAG
S. aureus 274 ACTT-GAAACTGAGAAGTCTTATAGTTATTTACAAGAAAATTAGATAATAATGAAATCA
**** *********
Figure 26: Alignement de la séquence obtenue après le séquençage de la région adjacente au Tn916
(boîte jaune) chez le mutant LS22 et de la séquence du gène SA V1476 chez S. aureus MuSO qui code
pour la « 30S ribosomal protein Si » (Numéro d’accès: BA000017; SA V1476). Les séquences
consensus sont en vert (boîte TTGACA) et en rouge (boîte TATA).
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Le transposon se serait donc inséré entre les gènes SAV1476 et SAV1477 qui code
pour une petite protéine hypothétique (figure 27). Ces numéros correspondent à la position





Figure 27: Modèle illustrant l’insertion du Tn916 dans l’ADN du mutant LS22.
Comme la souche RN6390 n’a pas été séquencée, il est possible que les gènes
autour du site d’insertion soient différents d’une souche à F autre. Ainsi, afin de vérifier si
l’insertion du Tn916 peut avoir un effet sur le gène SAV]477 et aussi afin de connaître
exactement la distance entre le site d’insertion du transposon et ce gène, une nouvelle
amorce sortant de l’autre côté du transposon, Tn9]6Dbt (5’-
GAATGAATGTTTGATGGTC-3’) fut synthétisée. L’analyse des séquences obtenues





LS 22 1 TTTGTTTTCNTNNGTTCACTTCCATTTNNAATCGGGTAAAAAAATANNCACCTCATTTTT
Boîte Fur








LS 22 301 CATTGTTCTCTACAAGATATATTATAGTAAAATTTTATACTTTTATAAAACAAAAAGCCA
Boîte Fur
LS22 361 CGCAAATPAGCAACTTTTACATTTG- -PATAGTAAGAAGAC
Boîte Fur ACTATTACTATTAGTAATAGT
***:****; :**. ******
LS 22 421 NAATTATTACATAGGTCATTTTTTGNNACTAAAACAGCTTCTTTTGCAATACTTAGAT
Boîte Fur




LS 22 601 CCAATNNACNGNCGCCNTTNGCTTTTTCCCAAAAANNAAAAAGGCCACTTTTCNNTCCNN
Boîte Fur






Figure 28: Alignement de la séquence adjacente au Tn916 (boîte jaune) obtenue suite au séquençage du
mutant LS22 (avec l’amorce Tn9l6Dbt) et de la séquence consensus palindromique de la boîte Fur. La
boîte verte représente l’amorce Tn9l6Dbt3 utilisée pour le deuxième séquençage.
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Une boîte Fur se trouve donc, chez S. aureus RN6390, en amont du gène





207 ph 124 ph ?
Séquence obtenue’
SAV]477
Figure 29 Présence d’une boîte fur (en vert) en amont du gène homologue à SA V1477 chez le mutant
LS22.
Une seconde amorce fut synthétisée Tn9]6Dbt3 (5’-
CGTATATAGTGCATCTTTCTC -3’) (boîte verte, figure 2$) et utilisée pour un autre
séquençage afin d’identifier le gène adjacent à cette boîte Fur. Les résultats démontrent,
chez S. aureus Mu50, un pourcentage d’identité de 96% avec deux gènes (Figure 30). Le
premier code pour une petite protéine hypothétique, alors que le deuxième code pour la
cytidylate kinase.
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LS2 2 1 GAATTATTACATAGGTCATTTTTTGTGACTAAAACAGCTTCTTTTGCAATACTTAGATTT
S. aureus





LS2 2 181 TGACGCATTTGCTTTTACCAAAATAAAAAGGCAACTTTCATTCATCGTTGAATAAAAAT



























LS22 721 GTCACATCATTATTTCTTAAAAGGCGTGNTACATCT-CGGTATCNNAAATG- -ACCATGG
S. aureus387
**********************.* **.******* ** ****. ***** **. :**.
LS22 781 ACCTTTTCNGCTTAN- -AGTTAAATCTAAGNNG- -TTGGGCCACTAGTTTGGCAAGGCCC
S. aureus447
.* **:******: ************ **** *.******** ****.* **
LS22 841 CANG- -TTGGTTAATTTNAAAATTGG- - -AGGTAAGGCCN- - -AAAATGGCCCG G
S. aureusso7
* *** **********::* *** **. **:** ** *
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1S22 901 AACNANAAAANATGAAGTCCGNGG- - -ACACCGTTCCCATNG- -ATTTTNGGGGNCNNGG
S. aureus567
* * * : * 2 . : ** * ** . * *** . * . *
LS2 2 961 GCCNTNANGNAAN1AGGGGTNGGNGATTCCCCCGGGGGN
S. aureus627
** : . . .: *
Figure 30 : Alignement de la séquence obtenue suite au séquençage du mutant LS22 avec l’amorce
In9l6Dbt3 et de la séquence complémentaire (5’—* 3’) du gène SAV1477 (en bleu) qui code pour une
protéine hypothétique et de la séquence complémentaire (S’—+ 3’) du gène SAV1478 (en rouge) qui code
pour la cytidylate kinase.
Le Tn916 se trouve donc à 192 ph du gène SA V]477 ph, qui lui, est séparé du gène
SAV1478 par 85 ph (Figure 31).
1175pb
SAV]476
Figure 31: Modèle illustrant la disposition des gènes et de la boîte Fur chez le mutant LS22.
Les résultats du séquençage démontrent que le gène SA V]477, qui code pour une
protéine hypothétique, est présent chez les souches Mu50 et N315. De plus, la recherche de
similarités de séquence avec le programme BLAST a permis de confirmer la présence de
cette protéine hypothétique chez les souches Mu50 (100% d’identité) et N3l5 (00%
d’identité), mais aussi chez les souches COL (98% d’identité) et MRSA252 (93%
d’identité). Pour le gène SA V1478, il est présent chez les souches N315 (98% d’identité),
MW2 (98%), MSSA476 (98%), COL (98%), Mu50 (98%) et MRSA252 (98%).
Toutefois, l’orientation des gènes SA V1477 et SAV1478 ne permet pas de prétendre
que ces gènes sont régulés par la protéine Fur. La boîte Fur régulerait plutôt le gène
SAV]476 qui code pour la «30S ribosomal protein Si ». En effet, la transcription du gène,
régulée par la protéine Fur, pourrait être empêchée par la présence du Tn9]6 entre le gène
et cette boîte Fur.
207pb 124 ph 192 ph 85 ph
Séquence obtenue
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Pour ce qui est du mutant LS24, les résultats du séquençage montrent un seul signal
jusqu’à 240 pb (correspondant au Tn9]6) et par la suite, il y a détection de deux signaux, ce
qui confirme les résultats du Southem blot qui montraient une double insertion. Ces deux
signaux empêchent donc l’identification du gène responsable du phénotype de la résistance
à la streptonigrine.
6. RT-PCR
Le RT-PCR a permis de déterminer si les gènes mutés sont régulés, chez la souche
mère, par la concentration en fer présente dans le milieu de culture. Pour le gène de
ménage, soit le gène 165 rRNA qui code pour un ARN ribosomal, l’expression semble
constante, peu importe la condition observée (Figure 32). Pour ce qui est du gène contrôle,
soit sirA qui est régulé par le fer, il est plus fortement exprimé en absence de fer qu’en
présence de fer, ce qui concorde avec la littérature (Heinrichs et al., 1999). Les résultats
obtenus avec les gènes inactivés chez les mutants n’ont démontré, chez la souche mère S.
aureus RN6390 Sm’, aucune régulation par le fer (f igure 32). En effet, les gènes semblent
aussi bien exprimés en présence qu’en absence de fer, à l’exception du gène dapE qui est






1 2 3 4 5 6 7 $ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Échantillon
1 Marqueur de poids moléculaire I kb
2 PCR pour amplifierflp sur ADNc de la souche mère RN6390 SmR en présence de fer
3 PCR pour amplifierflp sur ADNc de la souche mère RN6390 SmR en absence de fer
4 PCR pour amplifierflp sur ADN de la souche mère RN6390 (contrôle positif)
5 PCR pour amplifierflp sur H20 (contrôle négatif)
6 PCR pour amplifier rib sur ADNc de la souche mère RN6390 SmR en présence de fer
7 PCR pour amplifier rib sur ADNc de la souche mère RN6390 SmR en absence de fer
8 PCR pour amplifier rib sur ADN de la souche mère RN6390 (contrôle positif)
9 PCR pour amplifier rib sur H20 (contrôle négatif)
10 PCR pour amplifier dapE sur ADNc de la souche mère RN6390 Sm’ en présence de fer
11 PCR pour amplifier dapE sur ADNc de la souche mère RN6390 Sm’ en absence de fer
12 PCR pour amplifier dapE sur ADN de la souche mère RN6390 (contrôle positif)
13 PCR pour amplifier clapE sur H20 (contrôle négatif)
14 PCR pour amplifier sirA sur ADNc de la souche mère RN6390 SmR en présence de fer
15 PCR pour amplifier sirA sur ADNc de la souche mère RN6390 SmR en absence de fer
16 PCR pour amplifier sirA sur ADN de la souche mère RN6390 (contrôle positif)
17 PCR pour amplifier sirA sur H20 (contrôle négatif)
1$ PCR pour amplifier 16S sur ADNc de la souche mère RN6390 SmR en présence de fer
19 PCR pour amplifier 16S sur ADNc de la souche mère RN6390 SmR en absence de fer
20 PCR pour amplifier 16S sur ADN de la souche mère RN6390 (contrôle positif)
21 PCR pour amplifier 16S sur H20 (contrôle négatif)
Figure 32: Résultats du RT-PCR sur la souche mère S. aureus RN6390 SmR en présence et en absence
de fer pour les gènes responsables de la résistance à la streptonigrine.
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7. Modèle d’infection chez la souris
Afin de comparer, in vivo, la croissance des mutants par rapport à la souche mère S.
auretis RN6390 SrnR, un modèle d’infection chez la souris mis au point par les
collaborateurs de l’Université de Sherbrooke fut utilisé. Les résultats indiquent une
diminution de la croissance des mutants par rapport à la souche mère (Figure 33) et cette
diminution de croissance est significative pour tous les mutants par rapport à la souche
mère. L’analyse statistique a été effectuée par ANOVA (one-way analysis of variance) et





LS2I LS22 LS23 LS24
figure 33: Graphique illustrant la croissance des mutants 1S21 à LS24 de S. aitreus RN6390 SmR par
rapport à la souche mère dans un modèle de mammite chez la souris. * : P< 0,001.
Afin de confirmer ces résultats, la croissance de ces 4 mutants résistants à la
streptonigrine fut évaluée en condition in i’itro, en absence de tétracycline. Comme les
résultats furent recueillis après 12 heures d’infection dans le modèle de mammite, la courbe
de croissance a été effectuée sur 12 heures avec une prise de DO600 après 24 heures, en plus
d’effectuer aussi la courbe de croissance pour un mutant X de la souche S. aureus RN6390
Sm’ (aussi par 1n9]6), mais streptonigrine sensible.
Les résultats démontrent (Figure 34) que la croissance des mutants, en absence de
tétracycline et par rapport à la souche mère, est légèrement atténuée (temps de latence et














LS21 LS22 —LS23 —*-—LS24 —*--—MutantX —.--—RN6390
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Temps (heures)
figure 34: Courbes de croissance de la souche mère S. aureus RN6390 Sm’ et de cinq mutants en
bouillon MHB sans ajout de tétracycline.
8. Puces à ADN
Les hybridations sur puces démontrent que les systèmes de transport du fer
paraissent généralement moins induits en absence de fer chez les mutants LS21, LS22,
LS23 et LS24 que chez la souche mère S. aureus RN6390 SmR (Tableau 7). En effet, un
ratio mutant / souche mère < -l démontre une induction plus faible chez le mutant
comparativement à la souche mère, alors que ce ratio, lorsque >1 montre une surexpression
du gène chez le mutant. La plupart des gènes impliqués dans l’acquisition du fer sont donc
plus exprimés chez la souche mère que chez les mutants, mais sont tout de même
légèrement induits chez ces derniers (Tableau 7). Le patron «expression semble très
semblable entre les 4 mutants.
À noter que le système isd, impliqué dans le transport de l’hèrne, semble le plus
affecté dans son induction (boîte rose, Tableau 7) et dans son niveau d’expression pour tous
les mutants (boîte bleue, Tableau 7). De plus, le système de production et de capture de la
staphylobactine semble davantage supprimé chez le mutant LS2 1 (boîte orange, Tableau 7).
0 5 15 15 20 25 30
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Log2 ratio Log2 ralin Log2 ratio SHY97-
mutant-Fer (cn$1 f L%23-Fer (cr5) f Fer (r6) I
parent-Fer (cr3) LS24+Fer 1cC)) 911Y97÷Fer )cy3t
)RF COL gent description LS2I LS22 LS23 L624 L524 611Y97398i6
Sh6Il97 soC Possible staphslohactin AliC transporter -(1.9(1 -11.56 -11.12 -(1.36 11.911 2.63
SA16196 sufl Possible staphylobactin ABC transporter -236 -2.1(1 - 1.77 -2.16 ((.29 4.34
5Al6199 rirA Possible staphylohaetin ABC transporter -432 -3,14 -2.64 -2.23 2.96 6)19
9A9ItI0 .hnA Staphvlohaetin h,osvolbests, pyddonal-pbosphate dependenl enzyme -3.64 -2.77 -2.51) -2,16 3,25 7.27
SAlI6i sbuS Stopholohaclin htosynlhestsomtlhtne eyclodeamtoase. pactIse -3,84 -2.67 -2.47 -2.16 2.65 5(19
5A0102 sbn(’ Staphriohacun hiosvmhesisStderophore hiosvotltesis proteto, iocc lamtly -337 -2.27 -2,112 -1,91 3.12 7.211
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Tableau 7: Résultats de la modulation des gènes connus pour le transport du fer (et surexprimés chez la
souche SHY97-3906 en absence de fer) chez les mutants LS21 à LS24.
Le profil du mutant LS24 a pu être étudié en présence et en absence de fer. Les
résultats démontrent que la plupart des systèmes d’acquisition du fer sont surexprimés en
absence de fer, comparativement à la présence de fer (Tableau 7). De plus, le fait que ce
mutant ait été étudié dans les deux conditions permet de prétendre, en plus, que les gènes
impliqués dans le transport ou le métabolisme du fer, sont surexprimés chez ces mutants en
absence de fer, mais moins que chez la souche i’nère S. oui-eus RN6390 SmR.
Bref, les mutations, chez ces 4 mutants, n’empêchent pas totalement l’expression
des gènes, mais on note une diminution de transcription par rapport à la souche mère.
V. DISCUSSION
Le fer est un nutriment essentiel à la croissance de pratiquement tous les
microorganismes. Toutefois, même s’il est présent en forte quantité chez l’hôte, la
concentration à laquelle le fer est disponible est de beaucoup inférieure à celle requise pour
la croissance bactérienne puisqu’il est emprisonné par des protéines de l’hôte telle que
l’hémoglobine, l’hémine, la transferrine et la ferritine. Les bactéries pathogènes ont donc
été forcées de s’adapter à ces conditions en développant une réponse qui leur permet de
récupérer ces molécules de fer. Ces mécanismes d’acquisition du fer sont, encore à ce jour,
mieux connus chez les bactéries à Gram négatif, principalement chez E. cou, que chez les
bactéries à Gram positif comme S. aureus.
L’objectif de cette étude était donc de générer des mutants de S. aureus résistants à
la streptonigrine et potentiellement déficients au niveau de l’acquisition du fer, pour ensuite
identifier les gènes mutés.
Avant de travailler avec le Tn916, le projet s’effectuait avec une souche de champ
de S. aureus (SHY97-3 906) et avec le Tn91 7, un transposon de la même famille que le
Tn9]6. Toutefois, les résultats issus de ces expériences n’ont pas été concluants, mais
méritent tout de même d’être mentionnés. J’invite donc le lecteur à prendre connaissance
de ces résultats et des conclusions qui en découlent dans l’annexe I. Pour l’instant, voyons
de plus près les résultats obtenus avec le Tn916.
La construction d’une banque de mutants avec la souche £ aureus RN6390 Sm’ a
permis l’isolement de quatre (4) mutants résistants à la streptonigrine, soit LS21 à L$24.
Pour ce qui est des résultats du séquençage, il est à noter que le génome de S. aureus
a été séquencé chez six (6) souches différentes, soit Mu50, N315, COL, MRSA252,
MS$A476 et MW2. Les résultats des séquençages des mutants ont été analysés à partir de
la souche Mu50, mais les mêmes gènes sont présents chez la plupart des 6 souches.
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Pour les mutants LS21 et LS22, l’approche utilisée pour le séquençage de LS23 n’a
pas fonctionné. Il est probable que le fragment à amplifier était de taille trop volumineuse.
Le séquençage s’est donc fait directement sur le génome suite à une digestion avec
l’enzyme de restriction Hindiil.
Pour le mutant LS2I, la séquence obtenue démontre que le Tn916 s’est inséré
directement dans un gène homologue au gène SA V244Ï de la souche S. aureus Mu50 qui
code pour la FLP (« fmtA-Iike protein »), une protéine de 56,4 kDa. Il n’y a pas si
longtemps, le gène codant pour la FLP fut identifié comme étant le gène fip (fmtA-like
protein) (Komatsuzawa et al., 2000).
Comme son nom l’indique, cette protéine possède une certaine homologie avec la
protéine fmtA produite par le gènefmtA, soit 25% d’identité (figure 35) (Komatsuzawa et
al., 2000). De plus, ces deux protéines possèdent une partie C-terminale hydrophobe
permettant leur ancrage dans la membrane (Komatsuzawa et al., 2000).
La fmtA (factor which affects the methicillin resistance level and autolysis in the
presence of Triton X-100) serait un des facteurs responsables de la résistance à la
méthicilline chez S. aureus, même si sa fonction précise demeure inconnue (Komatsuzawa
et al., 1997). De plus, la présence du gènefmt a été vérifiée par PCR et le gène semble être
présent parmi toutes les souches de S. aureus testées, incluant des souches sensibles à la
méthicilline (Komatsuzawa et al., 1997).
La protéine fLP présente aussi des homologies avec des PBPs (penicillin binding
proteins) dont 33% d’identité avec celle de B. subtilis (Komatsuzawa et al., 2000). En
effet, la FLP possède trois (3) motifs conservés qui sont présents chez les PBPs et les 3-
lactamases. De plus, les PBPs sont reconnues pour être responsables de l’assemblage, du
maintien et de la régulation des structures peptidiques du peptidoglycane (Loo et al., 2000).
Des mutations dans des gènes responsables de la biosynthèse du peptidoglycane peuvent
donc résulter en un manque de rigidité de la membrane cellulaire.
Pour le mutant LS22, le Tn9]6 s’est inséré 207 pb en amont du gène homologue au
gène SA V1476 et 322 pb en amont du gène homologue au gène SA V1477 de la souche S.
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aureus Mu50. Le premier de ces gènes code pour une protéine ribosomale 30S et le second
code pour une protéine hypothétique. Comme il est possible de repérer les séquences
consensus en amont du gène homologue au gène SA V]476 (Figure 26), il est probable que
l’ARN polymérase puisse se fixer et débuter la transcription. On peut donc conclure que
l’expression du gène n’est pas affectée par l’insertion du Tn9]6 et donc que la protéine
ribosomale sera synthétisée.
Afin de connaître exactement la distance qui sépare le Tn916 du gène homologue au
gène SA V1477 chez le mutant LS22, le séquençage s’est aussi fait dans l’autre sens avec
l’amorce Tn9l6Dbt. Suite aux séquences obtenues, aucune homologie avec SA V1477 (77
ph) n’a pu être démontrée, mais l’alignement de séquences permet de prétendre à une
régulation par le fer étant donnée la présence d’une boîte fur. Par contre, le second
séquençage avec l’amorce Tn9l6Dbt3 a démontré la présence du gène SA V]477, qui est
présent chez les souches Mu50 et N3 15, et ensuite du gène SA V]478 (ou cmk pour cytidine
monophosphate kinase) présent chez la plupart des souches séquencées jusqu’à maintenant.
Le premier de ces gènes code pour une petite protéine hypothétique de 77 pb (SA V1477),
alors que le second code pour la cytidylate kinase (SA V]478). Toutefois, étant donné
l’orientation de ces deux gènes, il est très peu probable que la protéine Fur puisse avoir un
effet sur ces gènes (Figure 31).
Pour le mutant LS23, l’insertion du Tn916 s’est faite dans la région promotrice du
gène dapE, un gène de 1 224 pb qui code pour la désuccinylase de l’acide N-succinyl-L-L
diaminopimélique (SDAP-déacylase). Cet enzyme est impliqué, chez E. cou, dans la voie
de synthèse de l’acide meso-diaminopimélique (DAP) (figure 36). Toujours chez E. cou,
DAP est reconnu pour être le précurseur de la lysine et aussi une composante structurale du








Figure 35: Voie de synthèse de la DAP, le précurseur de la lysine.
Toutefois, les monomères composant le peptidoglycane diffèrent, chez E. cou par
rapport à S. aureus, dans la nature du troisième acide aminé dans la chaîne L-alanyl-y-D
glutamyl- X -D-alanyl-D-alanine, où X est l’acide meso-diaminopimélique chez E. cou ou
la L-lysine chez S. aureus (Mengin-Lecreuix et al., 1999). De plus, ce troisième résidu de
la chaîne peptidique joue un rôle clé dans l’intégrité du peptidoglycane puisqu’il est
directement impliqué dans les liaisons peptidiques.
Certains métaux comme le Co2, le Mn2 ou le Zn2 peuvent jouer un rôle dans
l’action de la streptonigrine, comme c’est le cas avec le fer, en augmentant son effet
bactériostatique (White and Yeowell, 1982). Le fait que la SDAP-déacylase possède une
activité aspartyl peptidase Mn2-dépendante (Broder and Miller, 2003) peut expliquer
pourquoi le mutant LS23 a été isolé sur milieu contenant de la streptonigrine.
Une observation intéressante est que, chez le mutant LS2I, tout comme chez LS23,
le gène muté présente un lien avec le peptidoglycane. En effet, pour le gène flp qui a été
muté chez LS2 1, la protéine produite, FmtA-like protein, tout comme la protéine fmtA, est
associée à la synthèse du peptidoglycane (Komatsuzawa et al., 2000). Pour le gène dapE,
chez LS23, la protéine produite mène à la synthèse de la lysine, une composante structurale
du peptidoglycane. Le fait que cette caractéristique revienne chez deux mutants résistants à
la streptonigrine mérite une attention particulière. L’hypothèse expliquant l’isolement des
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mutants LS21 et LS23 sur streptonigrine pourrait être en lien avec la synthèse du
peptidoglycane. Dans le cas où une protéine impliquée dans la synthèse du peptidoglycane
serait mutée, il est probable que l’intégrité de ce dernier soit affectée. Ainsi, il est possible
que ceci modifie l’entrée du fer dans la cellule, peut-être à cause d’une protéine réceptrice
mal ancrée dans la membrane, déstabilisée ou encore inaccessible. Ainsi, la streptonigrine
ne pourrait pas se complexer au fer pour exercer son effet de dégradation sur l’ADN. D’un
autre côté, il est possible que ce soit l’entrée de la streptonigrine dans la bactérie qui soit
empêchée par l’intégrité du peptidoglycane.
Les tests de promotion effectués avec les sources de fer ont démontré quelques
différences dans l’utilisation, par les mutants, des hémoprotéines (hémoglobine et hémine
bovine) par rapport à la souche mère RN6390 SmR. Ces différences peuvent être dues à
une incapacité des hémoprotéines de s’accrocher à leur récepteur situé sur la membrane
(figure 8), récepteur qui est peut-être déstabilisé par la mutation dans la biosynthèse du
peptidoglycane. Ainsi, l’incorporation du noyau hème serait plus laborieuse.
Comme mentionné plus tôt, la recherche de séquences consensus associées aux
boîtes fur et SirR (homologue à DtxR chez C. diphteriae) a pu être effectuée sur chacune
des séquences obtenues suite au séquençage. Cette recherche a permis d’identifier, par
alignement de séquences, une boîte Fur chez le mutant LS22. Les résultats du RT-PCR
(Figure 32) confirment que les gènes mutés (fip chez le mutant LS21 et dapE chez le
mutant LS23) ne sont pas régulés par le fer. Pour ce qui est du mutant LS22, où la présence
d’une boîte fur a été mise en évidence en amont du gène responsable de la synthèse d’une
protéine ribosomale 30S, il n’y a aucune différence d’expression détectable en présence ou
en absence de fer. Il est probable que la boîte fur identifiée soit trop loin du gène dont la
transcription a été étudiée, une hypothèse qui s’appuie sur la présence de séquences
consensus (boîtes verte et rouge, Figure 26) en amont du gène et juste avant l’insertion du
Tn91 6. Comme le RT-PCR est une technique semi-quantitative, il aurait été intéressant de
compléter avec un PCR en temps réel, qui fournit des données beaucoup plus précises.
La double insertion du Tn916 dans le mutant LS24 empêche l’identification du gène
responsable du phénotype de résistance à la streptonigrine. Toutefois, l’utilisation des
puces à ADN, mises au point par nos collaborateurs de l’Université de Sherbrooke, aurait
68
pu permettre l’identification, par génomique comparative, du gène responsable de
l’isolement du mutant LS24 sur streptonigrine. Ces puces portent 460 gènes de S. aureus,
dont une centaine de gènes du génome de S. aureus, qui seraient probablement impliqués
dans l’acquisition du fer. Toutefois, comme il s’agit d’une hybridation transcriptomique et
non génomique, il n’a pas été possible d’identifier le gène responsable de la résistance à la
streptonigrine, mais il semble que le mutant ait le même profil que les trois autres.
Les résultats des puces à ADN démontrent que tous les mutants expriment beaucoup
moins plusieurs composantes du système de transport de l’hème (Iocus isd COL £41138-
SA 1146) (boîte bleue, Tableau 7). Ceci pourrait expliquer leur incapacité à utiliser aussi
bien l’hémine ou l’hémoglobine que la souche mère. Ce locus isd porte aussi la sortase B
de S. aureus (COL $A]145), une enzyme impliquée dans l’attachement de certaines
composantes du système isd au peptidoglycane, plus précisément sur la lysine ou au moins
indirectement sur la lysine. L’expression des protéines IsdA, IsdB et IsdC, qui possèdent le
signal sortase LPXTG ou l’équivalent, est d’ailleurs moins forte chez les mutants que chez
la souche mère (Tableau 7). Ainsi, l’hypothèse sur l’intégrité du peptidoglycane pour les
mutant LS21 et LS23 est d’autant plus forte empêchant ainsi le positionnement du système
isd. Toutefois, il reste à découvrir comment une mauvaise intégration des composantes des
systèmes de transport du fer peut affecter la transcription de ces gènes.
Les résultats montrent aussi que le mutant LS21 sous-exprime aussi fortement les
gènes nécessaires à la production du sidérophore staphylobactine (locus sbn COL SAOJOO à
5A0102 et 5A0104 à SA 0108) (boîte orange, Tableau 7), ce qui pouffait expliquer sa
difficulté à obtenir le fer à partir de la desferroxamine si celui-ci agit comme un chélateur
plus qu’une source de fer directement utilisable, c’est-à-dire dans le cas où la
staphylobactine arracherait le fer de la desferroxamine pour favoriser l’acquisition du
complexe FeIJI-staphylobactine par S. aureus.
Le système de transport du ferrichrome ne semble pas affecté chez les mutants
(boîte jaune, Tableau 7). Ceci explique les résultats obtenus lors des tests de promotion, à
savoir leur capacité d’utiliser le ferrichrome.
69
Les résultats montrent aussi que le mutant LS24 est quand même capable d’induire
la plupart des systèmes de transport du fer lors d’une carence du milieu, sauf pour le
système de transport de l’hème (boîte rose, Tableau 7). Les résultats montrent aussi que,
quoique induits, le niveau d’expression des systèmes d’acquisition du fer chez LS24 est
beaucoup moins élevé que ce qu’on observe chez une souche contrôle S11Y97-3906
(Tableau 7). Toutefois, il serait nécessaire d’étudier les niveaux d’induction chez la souche
mère S. aureus RN6390 SmR, en présence et en absence de fer.
En ce qui concerne le modèle de mammite chez la souris, il a été possible d’évaluer
la croissance des mutants, en conditions in vivo, en comparaison avec la souche mère. Les
résultats permettent de prétendre qu’il y a une diminution de la capacité de se multiplier
chez les mutants L$2 1 à LS24 (figure 33). En effectuant une courbe de croissance en
milieu riche, soit dans un bouillon MHB sans tétracycline, on a pu constater que les
mutants streptonigrine résistants ainsi que le mutant X sensible à streptonigrine, ont une
croissance atténuée par rapport à la souche mère (figure 34). Ceci implique que le
transposon s’est inséré au niveau de gènes importants pour la croissance, comme les gènes
impliqués dans la synthèse du peptidoglycane, expliquant partiellement la différence
significative observée dans le modèle de mammite (figure 33), où les mutants pourraient
être désavantagés étant donné leur faible taux de croissance. En fait, il aurait été intéressant
d’étudier plusieurs autres facteurs, dont l’état général de la souris par la présence de signes
cliniques comme de la fièvre et la présence de lésions macroscopiques. Au niveau post
mortem, il aurait été intéressant de faire une coupe histologique des glandes mammaires et
de vérifier l’infiltration de cellules immunitaires telles que des neutrophiles et des
macrophages. Ainsi, il aurait été possible de vérifier la virulence des mutants par rapport à
la souche mère.
VI. CONCLUSION
La mutagenèse avec le Tn916 a permis de générer une banque de mutants. De cette
banque, quatre (4) mutants de S. aureus RN6390 résistants à la streptonigrine ont été
isolés: 2 mutants au niveau de la biosynthèse du peptidoglycane; I mutant présentant une
boîte Fur; et 1 mutant possédant plus d’une insertion.
Les gènes responsables du phénotype ont été identifiés, à l’exception du mutant
LS24, où la double insertion du transposon dans l’ADN du mutant empêche l’identification
du gène responsable de la résistance à la streptonigrine. Pour les autres mutants, ce sont les
gènes flp (mutant LS21), le gène codant pour la protéine ribosomale 30$ (mutant LS22) et
le gène dapE (mutant LS23) qui ont été affectés.
Ces mutants présentent quelques différences dans l’utilisation des sources de fer par
rapport à la souche mère, tel que démontré directement par les tests de promotion et
indirectement par les résultats des puces à ADN. De plus, un taux de croissance plus faible
chez les mutants, par rapport à la souche mère, peut expliquer, en partie, les résultats
obtenus dans le modèle de mammite chez la souris. Toutefois, il aurait été intéressant
d’étudier d’autres paramètres, dans ce modèle, pour vérifier la virulence des mutants.
Quoiqu’il en soit, le fait de combiner la mutagenèse avec le Tn916 et la
streptonigrine comme antibiotique pour la sélection de mutants semble être une approche
efficace. Le criblage d’un plus grand nombre de mutants ainsi que l’ajout d’une source de
fer devraient permettre l’isolement de mutants ayant une modification génétique au niveau
des systèmes d’acquisition du fer. L’ajout d’une source de fer rendrait ainsi le criblage plus
spécifique.
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VIII. ANNEXE 1
Mutagenèse avec le Tn91 7
et la souche de champ S. aureus SHY97-3 906
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INTRODUCTION
Au tout début du projet, nous devions travailler avec une souche de champ isolée
d’un cas de mammite bovine, soit S. aureus SHY97-3906, et la mutagenèse devait se faire
avec le Tn91 7, un transposon de la même famille que le Tn9]6. Les expériences effectuées
entre septembre 2002 et janvier 2004 ne peuvent pas faire partie du coeur de ce mémoire,
parce que non concluantes, mais méritent tout de même d’être mentionnées. C’est pour
cette raison que je les présente dans cette annexe.
MATÉRIEL ET MÉTHODES
Le Tn9]7 est un transposon porté par le vecteur pLTV1 (Camilli et al., 1990)
(Figure 37) qui sera électroporé chez la souche de champ de 8. aureus. On retrouve aussi,
sur ce vecteur, un gène de résistance à l’érythromycine (erm), résistance associée au Tn91 7;
un gène de résistance à l’ampicilline (bla), pour la sélection suite à une transformation chez
une bactérie à Gram négatif; un gène de résistance au chloramphénicol (cat), pour la
sélection suite à une transformation chez une bactérie à Gram positif le gène lacZ qui code
pour la f3-galactosidase; une origine permettant la réplication chez les Gram positif (Ts
rep); une origine permettant la réplication chez les Gram négatif (ColElrep); un gène de
résistance à la tétracycline (tet); un gène de thermosensibilité (Ts rep); ainsi qu’un site de
clonage multiple.
Figure 36: Schéma du vecteur pLTV1 portant le Tn917.
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Ce vecteur a été électroporé chez la souche de champ S. aureus SHY97-3906 selon
le protocole décrit par Schenk & Laddaga (Schenk and Laddaga, 1992; Sebulsky et al.,
2000). Brièvement, des cellules électrocompétentes de L aureus SHY97-3906 ont été
préparées et mises en présence, pendant une minute sur glace, de 100 ng du vecteur pLTV 1
à électroporer. L’électroporation s’est effectuée à 2.5 V, 200 1 de résistance et 25 jif de
capacitance. Par la suite, 600 jiL de bouillon LB a été ajouté aux cellules et ces dernières
ont été incubées pendant 45 minutes à 30°C avant d’être étalées sur une gélose LB
ampicilline (100 jig/mL) et incubées pour la nuit à 30°C afin de préserver le plasmide
thermosensible.
Par la suite, le protocole de mutagenèse nécessite l’implication du gène Ts rep. Ce
gène de thermosensibilité indique que le plasmide a une température permissive de 3 0°C.
En augmentant la température d’incubation à 43°C après avoir introduit le vecteur dans la
bactérie, l’unité transposable de 13,7 kb, pourra s’insérer au hasard dans l’ADN génomique
de la souche mère, causant ainsi la perte des gène tet et Ts rep.
La banque de mutants ainsi générée pourra être utilisée pour la sélection sur
streptonigrine.
RÉSULTATS., DISCUSSION ET CONCLUSION
Dès l’électroporation, on suspectait qu’il y avait un problème avec le vecteur
puisque, normalement, les cellules portant le pLTV1 auraient due pousser sur gélose en
présence de tétracycline, grâce au gène tet, ce qui n’était pas le cas. De plus, le fait qu’il ait
fallu attendre 48 heures pour obtenir des colonies suite à l’électroporation augmente le
risque de contamination ou l’apparition de colonies résistantes spontanées. Par la suite,
nous avons constaté, que la souche de champ de L aureus portait un plasmide naturel d’une
taille supérieure à 15 kb alors que le poids moléculaire du vecteur pLTV I est de 20,6 kb, ce
qui a pu facilement nous induire en erreur, puisqu’il est laborieux de les différencier sur un
gel d’agarose de 0,7%.
Nous avons tout de même poursuivi les expériences, c’est-à-dire le protocole de
mutagenèse par des incubations à 43°C et ensuite la sélection sur streptonigrine qui a
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permis d’isoler vingt (20) colonies que nous avons cru être des mutants. Par la suite, nous
avons fait des PCR contrôles (figure 38) afin de s’assurer que le transposon était présent
chez les mutants. Les résultats démontrent que les amorces utilisées ont permis
l’amplification d’un fragment, démontrant ainsi la présence du gène errn porté par le
Tn9]7.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Puits Échantillon
1 Marqueur de poids moléculaire I kb
2 à 16 PCR sur ADN des mutants LS1 à LS15
17 PCR contrôle négatif (H20)
18 PCR contrôle positif (pLTV 1)
Figure 37 : Résultats d’un PCR permettant l’amplification du gène errn porté par le Tn917 sur 15
mutants résistants à la streptonigrine.
Par la suite, des $outhern blot ont été effectués afin de vérifier le nombre d’insertion
du Tn9] 7 chez ces mutants (Figure 39). Les résultats ne démontrent aucune hybridation
avec la sonde errn pour chacun des mutants, ni pour la souche mère L aureus SHY97-3 906
qui porte le vecteur pLTV 1. Ces résultats entraînent donc une remise en question
concernant la nature des mutants.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Puits Echantillon
I à 10 ADN mutants LS I à LS 10 digéré avec Hindili
11 ADN souche mère S. aureus SHY97-3906 qui
porte le vecteur pLTV1 digéré avec HindiJI
12 ADN souche mèreS. aureus SHY97-3906
digéré avec HindI!!
1 3 pLTV I digéré avec HindIli
14 pLTVI digéré avec XbaI
15 Marqueur de poids moléculaire I kb
figure 3$: Résultats d’un Southern blot sur les mutants par transposon LSI à LSIO en utilisant la
sonde erm. L’ADN a été digéré avec l’enzyme de restriction HindIIl. Contrôle positif: pLTV1
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Des tests de promotions avec différentes sources de fer pour chacun de ces vingt
(20) mutants en utilisant du 2,2’-dipyridyl comme chélateur de fer ont tout de même été
effectués. Les résultats démontrent que la plupart des mutants n’utilisent plus le
desferroxamine, ni le ferrichrome et trois (3) sur les vingt (20) isolés sont incapables












Hb bocine Hb de porc Hb hnnaino Hénne Ferritine Fernchrome DFO Sources de fer
figure 39 : Résultats des tests de promotion avec différentes sources de fer pour les mutants de la
souche S. aureus SHY97-3906, LS1 à LS2O. Nombre de mutants incapables d’utiliser les différentes
sources de fer.
Une série de clonages a été tentée, mais, évidemment, aucune de ces expériences n’a
donné de résultats concluants.
Plus tard, une identification bactérienne effectuée au service de diagnostic
(laboratoire dci Dr Serge Messier, Faculté de médecine vétérinaire, Université de Montréal)
a confirmé que les mutants isolés sur streptonigrine étaient en fait des staphylocoques
coagulase négative (StaphvÏococcus spp.) et non du S. ciureus.
L’hypothèse qui pourrait expliquer l’échec de cette technique est que la souche de
champ, portant un plasmide naturel, aurait empêché l’électroporation avec pLTV1
probablement à cause d’une incompatibilité de plasmide. Les colonies obtenues suite à
l’électroporation sont en fait de la contamination due à l’incubation prolongée des géloses,
expliquant ainsi pourquoi la sonde utilisée pour le Southern blot, avec la souche de champ
SHY97-3906 portant le vecteur pLTV1, n’a pas hybridé avec l’ADN digéré. Les mutants
streptonigrine résistants LS 1 à LS2O ne sont malheureusement d’aucun intérêt.
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